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Die Plasmamembran von polarisierten Epithelzellen besteht aus zwei 
unterschiedlichen Bereichen, einer apikalen und einer basolateralen Domäne. 
Aufgrund ihrer spezifischen Funktionen weisen sie eine asymmetrische Verteilung 
von Lipid- und Proteinkomponenten auf. Dies setzt genaue Sortier- und 
Transportmechanismen voraus, welche neu synthetisiertes Material zu ihrer 
korrekten Zielmembran befördern. Polypeptide der apikalen Membran erreichen 
ihre Zielmembran über den sekretorischen Transportweg vom ER durch den 
Golgi-Apparat zum TGN, von wo sie in apikale Transportvesikel sortiert werden. 
Die Einsortierung in verschiedene Vesikelpopulationen erfolgt für apikale Proteine 
abhängig von ihrer raft-Assoziation.  
Ziel der Arbeit war die Erforschung der Transport- und Sortiermaschinerie im 
apikalen Transport. Dafür wurden zwei Modellproteine verwendet, die raft-
assoziierte SI und die nicht-raft-assoziierte LPH.  
Biochemische und konfokalmikroskopische Studien konnten zeigen, dass die SI 
und LPH auf ihrem Weg zur apikalen Membran endosomale Kompartimente 
durchqueren. Darüber hinaus konnte die Rolle des Lektins Galektin-3 in LPH-











The plasma membrane of polarized epithelial cells is divided into two separate 
membrane compartments, the apical and the basolateral domain. Based on their 
functional specialization the domains are composed of different proteins and lipids. 
This is maintained by an intracellular machinery that directs newly synthesized 
material into the correct target membrane. Polypeptides from the apical membrane 
domain of epithelial cells classically reach their destination by a sequential 
passage from the ER through the Golgi to the TGN, from where they are sorted 
into apical transport vesicles. Dependent on their lipid raft affinity apical proteins 
are segregated into distinct vesicle populations.  
The investigations are focused on the transport and sorting machinery in apical 
transport. For this, two model proteins were used, the lipid raft-associated SI and 
the non-raft-associated LPH. 
Biochemical approaches and fluorescence microscopy studies identified that SI 
and LPH traverse endosomal compartments before entering the apical membrane. 
Furthermore the role of the lectin galectin-3 in LAV and the role of the kinase 
ALPK-1 for SAV were reported. 
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AEE apical early endosome 
ALPK-1 Alpha-Kinase 1 
AP-1B Adapterprotein-1B 
ARE apical recycling endosome 
Arf ADP-Ribosylierungsfaktor  
AS Aminosäure 
ASE apical sorting endosome 
ATP Adenosintriphosphat 
Bp Basenpaar 
BSA Bovines Serumalbumin 
BSE basolateral sorting endosome 
Caco-2 Humane Colon-Carzinom-Zelllinie 
CE common endosome 
CCV clathrin-coated vesicle 
cDNS copy- oder komplementäre DNS 
Ci Curie 
COS-1 Affennierenzelllinie (Cercopithecus aethiops), transformiert mit 
mutiertem SV40 
CPK konventionelle Proteinkinase 
CRD carbohydrate-recognition domain 
CRE common recycling endosome 
C-Terminus Carboxyl-Ende eines Proteins 
Da Dalton 
DEAE Diethylaminoethyl 
DMEM Dulbecco´s Modified Eagle Medium 
DNS Desoxyribonukleinsäure 
DRM detergent resistant membrane 
DsredMonomer Rot fluoreszierendes Protein drFP583 aus Discosoma spec. 
DTT Dithiothreitol 
E.coli Escherichia coli 
EAE early apical endosome 
EBE early basolateral endosome 




EE early endosome 
EEA1 early endosomal antigen 1 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
et al. (et alii)- und andere 
EYFP Enhanced Yellow Fluorescent Protein 
FKS Fötales Kälberserum 
GA Golgi-Apparat 









HA Hämagglutinin des Influenza-Virus 
IP Immunpräzipitation 
kDa Kilodalton 
Lamp lysosome associated membrane protein 
LAV LPH-tragendes apikales Vesikel 
LDL-R low density lipoprotein receptor 
LE late endosome 
LPH Laktase-Phlorizin-Hydrolase 
LPHc komplex glykosylierte Form der LPH 
LPHh mannosereich glykosylierte Form der LPH 
LYS Lysosom 
mAb monoclonal antibody 
MAL myelin and lymphocyte protein 
MALDI-TOF matrix-assisted laser desorption / ionization time-of-flight 
MDCK Madin-Darby Canine Kidney, Hundenierenzelllinie 
mRNA messenger-RNA 
MT1-MMP Matrix-Metalloproteinase 
MVB multi vesicular body 




PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung 
PCR polymerase chain reaction 
PFA Paraformaldehyd 
pH potentia hydrogenii  
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 
Rab Ras-related proteins in brain 
Ran Ras homolog in nucleus 
Ras rat sarcoma 
RE recycling endosome 
Rho Ras homolog 
RNA ribonucleic acid 
rpm revolutions per minute 
RT Reverse Transkriptase 
35S radioaktives Schwefelisotop 
SAV SI-tragendes apikales Vesikel 
SDS Natriumdodecylsulfat 
SEC secretory protein 
SI Saccharase-Isomaltase 
SIc komplex glykosylierte Form der SI 
SIh mannosereich glykosylierte Form der SI 
siRNA small interfering ribonucleic acid 
SRP signal recognition particle 
SV40 Simian Virus 40 (Affenvirus) 
TFP Trifluorperazin  
TGN trans-Golgi-Netzwerk 
TX-100 Triton X-100 
ÜN über Nacht 
VSV-G Vesikuläres Stomatitis-Virus-Glykoprotein 
vWkA von-Willebrand-Faktor A 
WT Wildtyp 




1.1. Zum Inhalt 
 
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Analyse molekularer Vorgänge im 
apikalen Proteintransport. Am Beispiel der beiden Modellproteine Saccharase-
Isomaltase (SI) und Laktase-Phlorizin-Hydrolase (LPH) wurden die Sortierung und 
der Transport in polaren Epithelzellen untersucht. Die drei nachfolgenden 
Publikationen, welche dieser Arbeit zugrunde liegen, sind im Anhang beigefügt. 
Die wissenschaftlichen Arbeiten wurden am Institut für Zytobiologie und 
Zytopathologie, Philipps-Universität Marburg, in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. 
Ralf Jacob durchgeführt. 
 
Alpha-Kinase 1, a New Component in Apical Transport 
J. Biol. Chem., 2005 Jul 8; 280 (27): 25637-43 
 
Requirement for Galectin-3 in Apical Protein Sorting 
Curr. Biol., 2006 Feb21; 16 (4): 408-414 
 
Endosomes sort Apical Cargo into Distinct Transport Carriers 
Traffic, submitted 
 
In der Literaturübersicht wird zunächst der sekretorische Transportweg in 
Epithelzellen beschrieben, sowie dessen Sortiermechanismen und 
Sortierstationen. Anschließend erfolgt eine Beschreibung der beiden 
Modellproteine SI und LPH, einschließlich der in dieser Arbeit verwendeten 
Proteine. Im Ergebnisteil erfolgen die Zusammenfassungen und Erläuterungen der 
wesentlichen Ergebnisse der Publikationen sowie zusätzlich durchgeführter 
Versuche. Abschließend wird durch eine übergreifende Diskussion der Inhalt der 





In einem Organismus werden unterschiedliche Funktionen durch verschiedene 
Organe übernommen. Jedes dieser Organe ist durch spezifische Zelltypen 
charakterisiert, die je nach Aufgabe unterschiedliche Proteine exprimieren. Je 
Zelle können bis zu 10.000 verschiedene Proteinarten vorkommen, die eine 
einwandfreie Funktion der Zelle gewährleisten müssen.  
 
Eine eukaryotische Zelle ist in mehrere funktionell unterscheidbare, 
membranumschlossene Kompartimente und Organellen unterteilt. Diese 
Kompartimente und Organellen sind mit jeweils für sie charakteristischen 
Enzymen und Molekülen ausgestattet. 
Der Transport und die Sortierung der Proteine und Lipide in ihre spezifischen 
Membranbereiche, Kompartimente und Organellen setzt eine komplexe und 
dynamische Maschinerie voraus. 
Die Erforschung der einzelnen Schritte in diesem Prozess ist ein wichtiger Bereich 
der aktuellen Zellbiologie. Entlang des sekretorischen Transportweges passieren 
die Proteine Zellkompartimente und Kontrollstellen, die über die Transportrichtung 
und -kompetenz entscheiden. Dies setzt voraus, dass die transportierten Proteine 
über charakteristische Merkmale verfügen, anhand derer ihr Bestimmungsort 
erkannt und der jeweilige Weitertransport initiiert wird. 
Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf die Erforschung der genauen 






2.1 Biosynthese und Transport von Proteinen 
 
Die Biosynthese der im Zellkern kodierten Proteine beginnt an den Ribosomen. 
Diese können in zwei räumlich voneinander getrennte Gruppen eingeteilt werden, 
die zytoplasmatischen und die ER-gebundenen. Die Synthese von 
zytoplasmatischen Proteinen sowie solchen, die für Mitochondrien, Chloroplasten, 
Peroxisomen oder für den Zellkern bestimmt sind, erfolgt an ungebundenen 
zytoplasmatischen Ribosomen. Im Gegensatz dazu werden Proteine der 
Plasmamembran, der Lysosomen, des Endoplasmatischen Retikulums (ER), des 
Golgi-Apparates (GA) sowie die sekretorischen Proteine an membranständigen 
Ribosomen synthetisiert, welche an der Zytosolseite der ER-Membran gebunden 
sind (Abb. 2.1). 
 
 
Abb. 2.1: Schematische Darstellung subzellulärer Komponenten einer 
Säugetierzelle 
Zytosol, ER, Golgi-Apparat, Zellkern, Mitochondrien, Endosomen, Lysosomen und 
Peroxisomen stellen räumlich getrennte Kompartimente dar, die vom Rest der Zelle 
durch mindestens eine, selektiv permeable, Membran abgeteilt sind.  
(Alberts, Molekularbiologie der Zelle, 3. Auflage, Seite 652) 
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Die am rauen ER gebildeten Proteine können in den von Palade beschriebenen 
sekretorischen Transportweg einmünden (Palade, 1975). Sie werden durch die 
ER-Membran transloziert, im ER-Lumen mit Hilfe von Chaperonen gefaltet und 
gelangen schließlich in den Golgi-Apparat, von wo sie endgültig zu ihrem 
Bestimmungsort sortiert werden (Bacon et al., 1989; Matter und Mellman, 1994; 
High et al., 2000). Im Bereich des trans-Golgi-Netzwerkes (TGN) werden sie dazu 
in verschiedene Vesikel eingebaut und zur Zelloberfläche bzw. zu den Lysosomen 




2.2 Intrazellulärer Proteintransport 
 
Das ER und der Golgi-Apparat gehören zu den Membransystemen, die für eine 
räumlich organisierte Synthese von Proteinen und ihren Transport zu den 
einzelnen Bestimmungsorten sorgen. 
Um zum ER transportiert zu werden, tragen naszierende Polypeptidketten ein 
spezifisches Signal, welches aus hydrophoben Aminosäuren besteht und meist 
aminoterminal gelegen ist (Martoglio und Dobberstein, 1998). Damit werden die 
freien Ribosomen, an denen die Biosynthese begonnen hat, zum ER gelenkt. Die 
Bindung der Signalsequenz des Peptids an das Signal-Erkennungspartikel (signal 
recognition particle, SRP) führt zur Translokation durch oder Integration in die ER-
Membran (Bacher et al., 1996). Die Integration erfolgt bei integralen 
Membranproteinen entweder über einen in der Phospholipid-Doppelschicht 
eingebetteten Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol-Anker (GPI-Anker; Englund, 1993) 
oder über eine bzw. mehrere Transmembrandomänen. Nach dem Transfer der 
wachsenden Peptidkette durch den Translokationskanal erfolgt die Modifikation 
durch einen Signal-Peptidase- und Oligosaccharyl-Transferase-Komplex (Corsi 
und Schekman, 1996; Matlack et al., 1998). Es erfolgen die ersten 
posttranslationellen Modifikationen des neu gebildeten Polypeptids. Es kommt zur 
Ausbildung intramolekularer und intermolekularer Disulfidbrücken sowie mittels 
Chaperonen zur korrekten Faltung der Polypeptidkette (Gallagher et al., 1988; 
Gething und Sambrook, 1992; Letourneur et al., 1995; High et al., 2000). Eine 
weitere wichtige Veränderung ist die Assemblierung von Polypeptiduntereinheiten 
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zu multimeren Proteinen. Neben diesen Vorgängen finden im ER noch weitere 
Prozesse statt, wie spezifische proteolytische Spaltungen oder die Anheftung von 
Kohlenhydratketten. Bei dem Prozess der Glykosylierung handelt es sich um die 
am häufigsten vorkommende Art der chemischen Modifizierung eines Proteins 
(Gilmore, 1993). 
 
Sekretorische und Transmembranproteine können erst nach einem 
Qualitätskontrollmechanismus das ER verlassen. Korrekt gefaltete Proteine 
verlassen das ER und werden über Vesikel zum Golgi-Komplex transportiert 
(Presley et al., 1997), wobei falsch gefaltete Proteine ins Zytoplasma geschleust 
und dort abgebaut werden (Ellgaard und Helenius, 2001). Mittels vesikulärem 
Transport gelangen die Proteine vom cis-Golgi-Netz durch die verschiedenen 
Golgi-Zisternen hin zum TGN. Im medialen Golgi-Apparat erfolgen die meisten 
Modifikationen der terminalen Glykosylierungen und proteolytischen Spaltungen 
(Naim et al., 1991; Naim und Lentze, 1992). Vom TGN aus werden die Proteine 
dann in Vesikeln zur Zelloberfläche oder den Lysosomen befördert (Griffiths und 
Simons, 1986). Nach heutigen Erkenntnissen erfolgt der Transport zwischen ER 
und Golgi-Apparat bis hin zum TGN automatisch für alle Proteine, sofern keine 
Signale für eine Retention vorliegen. Für solch ein Zurückhalten bestimmter 
Proteine im ER oder GA werden spezifische „Retentionssignale“ postuliert, wovon 
einige schon bekannt sind, z.B. die C-terminale KDEL-Sequenz (Rothman und 
Wieland, 1996). Die Überführung vom TGN zur Plasmamembran beginnt mit der 
Sortierung der Proteine und der Abschnürung von post-Golgi-Vesikeln. Hierauf 
folgen der Transport entlang des Zytoskeletts mit Hilfe so genannter Motor-
Proteine, das Andocken an die Plasmamembran und die Fusion des Vesikels mit 
der Membran. Dabei handelt es sich um komplexe Prozesse, die Gegenstand der 
heutigen Forschung sind.  
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2.3 Polare Epithelzellen 
 
Die Studien der vorliegenden Arbeit wurden u.a. anhand polarer Epithelzellen 
(Abb. 2.1) durchgeführt. Bei diesen ist ein gerichteter Transport von 
sekretorischen und Plasmamembranproteinen unerlässlich. Die Plasmamembran 
der Enterozyten spiegelt die hohe Polarisierung dieser Zellart wieder, da sie über 
zwei abgegrenzte Membrandomänen verfügt, die sich deutlich in ihrer Protein- und 
Lipidzusammensetzung unterscheiden (Rodriguez-Boulan und Powell, 1992; 
Caplan, 1997; Massey-Harroche, 2000). Die zum Lumen des jeweiligen Organs 
gerichtete apikale Domäne besitzt oft spezielle Merkmale, wie z.B. Mikrovilli, 
während die übrige Plasmamembran als basolateral bezeichnet wird. Strukturen, 
die die unterschiedliche Zusammensetzung beider Membrandomänen 
ermöglichen, sind z.B. so genannte tight junctions, welche Proteine und Lipide 
daran hindern, zwischen den Membrandomänen hin und her zu diffundieren (van 
Meer und Simons, 1986), und das kortikale Zytoskelett, welches selektiv 
bestimmte Transmembranproteine binden kann (Le Gall et al., 1995). 
Die Ausbildung und Erhaltung dieser asymmetrischen Zelloberfläche ist für die 
physiologischen Funktionen der Zelle – wie Signalübermittlung, Absorption oder 
Sekretion – von essentieller Bedeutung. Als Beispiel seien hier die Zellen des 
Darmepithels genannt. Die apikale Domäne ragt ins Darmlumen und reichert dort 
intestinale Hydrolasen an, welche der Spaltung und Aufnahme von 
Nahrungsbestandteilen dienen (Bouma et al., 1990). Der basolaterale 
Plasmamembranbereich hingegen ist für den Austausch der gewonnen Nährstoffe 
mit den Nachbarzellen und der Blutbahn zuständig (Hauri und Matter, 1991; 





Derzeit erfolgt eine intensive Erforschung der Transport- und Sortiermechanismen 
zur apikalen und basolateralen Membran; einige konnten bereits identifiziert 
werden. 
Der Prozess der Sortierung setzt voraus, dass die betreffenden Proteine in ihrer 
Sequenz eine Information tragen und damit direkt oder indirekt eine korrekte 
Zuordnung gewährleisten (Hunziker et al., 1991; Casanova et al., 1991; Matter et 
al., 1992). 
 
Signale für den basolateralen Transport sind im zytoplasmatischen Teil in der 
Nähe der Transmembrandomäne des Proteins lokalisiert (Hunziker et al., 1991; 
Casanova et al., 1991; Honing und Hunziker, 1995). Hierbei handelt es sich um 
spezifische Aminosäuresequenzen (LL, IL oder YXXΦ), die von so genannten 
Adapterproteinen erkannt und gebunden werden (Matter et al., 1992; Thomas et 
al., 1993; Matter und Mellman, 1994; Monlauzeur et al., 1995; Bonifacino und 
Dell'Angelica, 1999; Simmen et al., 2002). So wird das Tyrosin-Motiv von der γ1-
Untereinheit des AP-1-Komplexes gebunden, wohingegen Di-Leucin-Motive mit 
der β-Untereinheit von AP-1 interagieren (Rapoport et al., 1998). Der für 
Epithelzellen spezifische Adapter-Komplex AP-1B spielt etwa beim Transport 
basolateraler Proteine, wie z.B. des LDL-Rezeptors und des vesikulären 
Stomatitis-Virus-Glykoproteins (VSV-G), eine essentielle Rolle (Ohno et al., 1995; 
Folsch et al., 1999; Ang et al., 2003; Gravotta et al., 2007).  
In Studien von Wehrle und Haller konnte gezeigt werden, dass sogar ein einzelnes 
Leucin-Motiv als basolaterales Sortiersignal fungieren kann (Wehrle-Haller und 
Imhof, 2001). 
 
Im Gegensatz zum basolateralen konnte beim apikalen Transport bisher keine 
Interaktion zwischen Sortiersignalen und Adapterproteinen oder Rezeptoren 
nachgewiesen werden (Delacour und Jacob, 2006). 
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Neben dem zytoplasmatischen Teil der Proteine wurden hier auch Sortiersignale 
im Transmembran- und extrazellulären Bereich gefunden (Lin et al., 1998; Chuang 
und Sung, 1998; Jacob et al., 2000a). 
Proteine, die über einen Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol-Anker an der Lipid-
Doppelschicht befestigt sind, werden über diese im ER erfolgende Verankerung 
sortiert (Lisanti et al., 1988; Brown et al., 1989; Lisanti et al., 1989; Brown und 
Rose, 1992; Englund, 1993).  
N- und O-Glykane fungieren ebenfalls als apikale Sortiersignale im Transport in 
polaren Epithelzellen (Scheiffele et al., 1995; Fiedler und Simons, 1995; Naim et 
al., 1999; Alfalah et al., 1999; Benting et al., 1999; Jacob et al., 2000b; Martinez-
Maza et al., 2001; Pang et al., 2004). Bei der N-Glykosylierung handelt es sich 
jedoch um kein universelles apikales Sortiersignal. Anhand des 
Neurotrophinrezeptors p75, einem N- und O-glykosylierten Protein, konnte gezeigt 
werden, dass N-Glykane für den apikalen Transport in MDCK-Zellen nicht 
essentiell sind (Yeaman et al., 1997). Sowohl p75 als auch die Saccharase-
Isomaltase sind neben den N-Glykanen stark O-glykosyliert. Eine Deletion der O-
Glykane führt zu einer Fehlsortierung dieser Proteine von der apikalen Membran 
zu beiden Membrandomänen (Yeaman et al., 1997; Jacob et al., 2000a; Castelletti 
et al., 2006). 
 
Einige apikale Membranproteine assoziieren während ihres Transports im TGN 
mit Lipidmikrodomänen, welche reich an Sphingolipiden und Cholesterol sind. Bei 
dieser Assoziation kommt es zu einem clustering von verschiedenen Proteinen, 
wobei die Mikrodomänen als eine Art Plattform beim Transport dienen (Abb. 2.2). 
Diese Mikrodomänen werden auch als rafts oder GEMs (glycolipid- and 
cholesterol-enriched membranes) bezeichnet (Simons und Ikonen, 1997). Diese 
klassischen rafts zeichnen sich durch eine Unlöslichkeit in dem nicht-ionischen 
Detergens Triton X-100 (TX-100) bei 4 °C aus (Brown und London, 2000; Schuck 
und Simons, 2004). Als Beispiel für raft-assoziierte Proteine seien hier das 
Hämagglutinin des Influenza-Virus (Tall et al., 2003) und GPI-verankerte Proteine 
genannt (Rodriguez-Boulan et al., 1984; Fiedler et al., 1993; Schroeder et al., 
1998). Es handelt sich dabei um apikal sortierte Proteine, wohingegen 
basolaterale Proteine in der Regel nicht raft-assoziiert sind (Skibbens et al., 1989; 
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Brown und Rose, 1992; Zurzolo et al., 1994; Paladino et al., 2007). Allerdings 
konnte festgestellt werden, dass es sich bei rafts um kein generelles apikales 
Sortiersignal handelt. Es konnte gezeigt werden, dass einige GPI-verankerte 
Proteine zusätzlich zur raft-Assoziation für den korrekten Transport N-Glykane 
benötigen (Benting et al., 1999). Darüber hinaus konnte belegt werden, dass GPI-
verankerte Proteine in so genannten clustern an die apikale Membran gelangen 
(Hannan et al., 1993; Paladino et al., 2007). In Studien von Paladino et al. wurde 
gezeigt, dass es durch Mutationen, die die Oligomerisierung von GPI-Ankern 
verhindern, zu einer Fehlsortierung von apikalen Proteinen zur basolateralen 
Membran kommt (Paladino et al., 2004). 
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2.5 Einfluss des Zytoskeletts im polarisierten Transport 
 
Das Zytoskelett besteht aus drei Sorten polymerer Stränge, den Aktinfilamenten, 
den Mikrotubuli und den Intermediärfilamenten. Es dient der Zelle nicht nur zur 
Stabilisation, sondern spielt auch eine wichtige Rolle bei Transportvorgängen, der 
Mitose und der Ausbildung von Zellfortsätzen. Des Weiteren spielen sowohl die 
Intermediär- als auch die Aktinfilamente bei den Verbindungen zwischen den 
einzelnen Zellen, den Hemidesmosomen und Desmosomen, eine Rolle. 
Der Transport sowohl apikal als auch basolateral sortierter Proteine findet entlang 
des Zytoskeletts statt (Toomre et al., 1999; Chen et al., 2003).  
 
Am Beispiel des Transferrin-Rezeptors konnte belegt werden, dass eine 
Latrunculin-B-induzierte Depolarisation von Aktinfilamenten zur Fehlsortierung von 
der basolateralen Membran zur apikalen Zelloberfläche sowohl in MDCK- als auch 
Caco-2-Zellen führt (Durrbach et al., 2000; Sheff et al., 2002). Darüber hinaus 
wurde bewiesen, dass Aktin eine Rolle bei der Regulation der Freisetzung von 
apikalen recycling endosomes spielt (Lapierre et al., 2001). 
Für den apikalen Transport konnte gezeigt werden, dass Kinesine und Dynamine 
entscheidend für den Transport von p75 zur apikalen Membran sind (Kreitzer et 
al., 2000) und sich das Transportverhalten während der Ausbildung der Polarität in 
MDCK-Zellen verändert (Kreitzer et al., 2003; Jaulin et al., 2007). Für den raft-
abhängigen und raft-unabhängigen Transport apikaler Proteine konnten Jacob et 
al. zeigen, dass Vesikelpopulationen von SI und LPH entlang von Mikrotubuli 
transportiert werden. Für einen korrekten Transport benötigen SI-tragende Vesikel 
(raft-abhängig) zusätzlich ein intaktes Aktin-Zytoskelett, wohingegen der Transport 
für LPH-positive Vesikel (raft-unabhängig) Aktin-unabhängig verläuft (Jacob et al., 
2003; Jacob et al., 2004). 
Diese Studien zeigen, dass Mikrotubuli und Aktinfilamente eine wichtige Rolle bei 
der Sortierung und dem Transport apikaler sowie basolateraler Proteine im TGN, 




2.6 Proteinsortierung – TGN und endosomale Kompartimente 
 
In der Vergangenheit galt das TGN als Sortierstelle für neu synthetisierte apikale 
und basolaterale Proteine (Rodriguez-Boulan und Nelson, 1989; Wandinger-Ness 
et al., 1990). Entsprechend konnte gezeigt werden, dass apikale und basolaterale 
Proteine das TGN in getrennten Vesikeln verlassen (Keller et al., 2001; Hua et al., 
2006). Allerdings kann bis heute nicht ausgeschlossen werden, dass ein Teil des 
Sortiermechanismus erst nach Verlassen des TGN in endosomalen 
Kompartimenten stattfindet. 
 
Für den direkten apikalen Transport von raft-abhängigen und raft-unabhängigen 
Vesikelpopulationen wurde bewiesen, dass die Trennung der Vesikelpopulationen 
von SI und LPH erst nach Verlassen des TGN erfolgt (Jacob und Naim, 2001). 
In jüngsten Studien konnte dargelegt werden, dass so genannte common 
recycling endosomes (CRE) eine Rolle in der Sortierung basolateraler Proteine 
spielen (Abb. 2.2, Weg 3, 4 + 5). Als Beispiel sei VSV-G genannt, welches wenige 
Minuten nach Verlassen des TGN Transferrin-positive CRE passiert (Leitinger et 
al., 1995; Ang et al., 2004). Endosomen spielen bei Sortierprozessen, beim 
sekretorischen Transportweg und dem Recycling von Proteinen zur Membran eine 
entscheidende Rolle. Die verschiedenen endosomalen Kompartimente können 
anhand ihres pH-Wertes und bestimmter Markerproteine charakterisiert werden 
(siehe Abb. 2.2). Als Markerproteine gelten u.a. Rab-Proteine, welche zur 
Unterscheidung verschiedener endosomaler Kompartimente in der Forschung 






Abb. 2.2: Polare Transport- und Sortiermechanismen 
Apikale Wege (1 + 4): 
GPI-Anker, N- und O-Glykane sortieren apikale Proteine im TGN sowie in common 
recycling endosomes (CRE) und apical recycling endosomes (ARE).  
Basolaterale Wege (2 + 5): 
Basolaterale Signale interagieren mit Adapterproteinen im TGN oder den CRE. AP-1B 
spielt eine Rolle beim Transport von CRE zur Membran, siehe Weg 5. 
Endozytose (6 + 7): 
Apikale (6) und basolaterale (7) Proteine werden in apical (ASE) oder basolateral 
sorting endosomes (BSE) aufgenommen und in CRE gesammelt, um dann durch 
spezifische Sortiersignale in apikale bzw. basolaterale Transportwege zu gelangen 
(Weg 4 + 5).  
LE, late endosome, LYS, Lysosom  
(Rodriguez-Boulan et al., 2005) 
 
 
Neueste Studien weisen darauf hin, dass ein Teil der apikalen-basolateralen 
Sortierung in CRE direkt nach Verlassen des TGN stattfinden könnte (Rodriguez-
Boulan et al., 2005). Bisher konnte dies aber nur für basolateral sortierte Proteine 
gezeigt werden (Orzech et al., 2000; Ang et al., 2004). CRE spielen darüber 
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hinaus eine wichtige Rolle im Sortierprozess basolateral und apikal internalisierter 
Proteine (Wang et al., 2000; Brown et al., 2000). In Hepatozyten erfolgt der 
Transport apikal sekretierter Proteine an die basolaterale Membran und von dort 
über Transzytose und ein spezielles endosomales Kompartiment an die apikale 
Membran. Hier besteht die Hypothese, dass es sich dabei um das ARE-
Kompartiment handelt (Wang et al., 2000; Mostov et al., 2000; Brown et al., 2000; 
Bastaki et al., 2002). Dieser Transportweg wurde auch für den Transport von GPI-
verankerten Proteinen in MDCK-Zellen postuliert, was jedoch bereits widerlegt 




2.7 Funktion und Vorkommen von Rab-Proteinen 
 
Bei den Rab-Proteinen handelt es sich um Enzyme, die zur Superfamilie der 
kleinen, GTP-bindenden Proteine gehören.  
Es handelt sich um monomere Guaninnukleotid-bindende Proteine, die ein 
Molekulargewicht von 20-40 kDa besitzen (Day et al., 1998; Takai et al., 2001). 
Aufgrund ihrer Struktur erfolgt eine Einteilung in Ras-, Rho-, Rab / Ypt-, Sar1 / Arf- 
und Ran-Proteine (siehe Abb. 2.3) (Touchot et al., 1987; Salminen und Novick, 
1987; Bourne et al., 1990). Bisher konnten ca. 130 kleine GTP-bindende Proteine 
identifiziert werden, wobei die Rab-Proteine mit ca. 70 Proteinen die größte 
Untergruppe innerhalb der Ras-Superfamilie darstellen (Novick und Zerial, 1997; 
Schimmoller et al., 1998; Stenmark und Olkkonen, 2001; Takai et al., 2001; 
Colicelli, 2004; Gurkan et al., 2005). Weiter konnten bisher die Funktionen von 36 
Rab-GTPasen charakterisiert werden (Schwartz et al., 2007). 
Kleine GTP-bindende Proteine kommen in allen Eukaryoten vor und sind an einer 
Vielzahl zellulärer Regulationsprozesse beteiligt. Ihre Bedeutung für den 
vesikulären Transport wurde zuerst in Saccharomyces cerevisiae bei genetischen 
Untersuchungen entdeckt. 1980 identifizierte man eine Gruppe von Genen, die für 
den sekretorischen Weg in Hefe eine wichtige Rolle spielt. Diese Gruppe wurde 
als SEC-Mutanten bezeichnet. Bei Sec4 und Ypt1p handelt es sich um die ersten 
identifizierten Guaninnukleotid-bindenden Proteine, welche eine regulatorische 
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Rolle im vesikulären Transport haben (Salminen und Novick, 1987; Goud et al., 
1988; Bacon et al., 1989). Die ersten zu Sec4 und Ypt1p homologen 
Säugerproteine wurden aus dem Rattengehirn isoliert und bekamen so ihren 
Namen Rab Ras-related proteins in brain (Schmitt et al., 1986; Touchot et al., 





Abb. 2.3: Übersicht über die GTPasen der Ras-Superfamilie 
Die Ras-Superfamilie kann in fünf Familien gegliedert werden, die jeweils mehrere 
Unterfamilien enthalten. Ras (rat sarcoma), Rho (ras homolog), Arf (ADP ribosylating 
factor), Rab (ras analog in brain) / Ypt (yeast protein), Ran (ras homolog in nucleus). 
 
(Takai et al., 2001) 
 
 
Sämtliche Mitglieder der Rab-Familie sind an nahezu allen Prozessen der Endo-, 
Exo- und Transzytose beteiligt (Brennwald und Novick, 1993; Zerial und 
Stenmark, 1993). Diese beinhalten den konstitutiven, regulatorischen und 
sekretorischen Weg sowie die Endozytose via Caveolae, Clathrin-umhüllte 
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Vesikel, Mikropinozytose und Phagozytose. Sie kontrollieren den antero- und 
retrograden Transport zwischen Kompartimenten und sind in den verschiedensten 
Regulationsprozessen zu finden, wie z.B. der Genexpression und Reorganisation 
des Zytoskeletts (Pfeffer, 1994; Novick und Zerial, 1997; Martinez und Goud, 
1998; Mohrmann und van der Sluijs, 1999; Pfeffer und Aivazian, 2004). In 
Epithelzellen wirken Rab-GTPasen als Regulatoren beim Transport junktionaler 
Proteine und Integrine und spielen somit bei der Polarisierung der Zellen eine 
Rolle. 
Die Struktur von GTPasen ist sehr charakteristisch. Die meisten Rab-Proteine 
besitzen ein C-terminales doppeltes Prenylationsmotiv, eine hypervariable 
Domäne und zwei Switch-Regionen. Das Prenylationsmotiv dient der Anlagerung 
von Geranylgeranyl-Gruppen an Cystein-Resten, die dann die Anlagerung der 
Proteine an die Membran ermöglichen und dadurch eine Grundvoraussetzung für 
das richtige Targeting und die Funktion vieler Rab-Proteine sind. Bei den Switch-
Regionen handelt es sich um flexible Domänen, welche ihre Konformation beim 
GTP / GDP-Austausch verändern (Overmeyer et al., 1998). 
Die hypervariable C-terminale Region weist bei den Rab-Proteinen eine große 
Diversität auf, wobei bisher zwei Funktionen bekannt sind. Dieser Bereich scheint 
eine Rolle in der Lokalisation und bei der Interaktion mit anderen Proteinen 
einzunehmen (Chavrier et al., 1991; Beranger et al., 1994; Olkkonen und 
Stenmark, 1997; Stenmark und Olkkonen, 2001). Des Weiteren scheint der 
Bereich für die Interaktion mit Effektorproteinen verantwortlich zu sein (Novick und 




2.7.1 Intrazelluläre Lokalisation von Rab-Proteinen 
 
Rab-Proteine besitzen eine charakteristische subzelluläre Lokalisation und sind in 
allen Kompartimenten des Endomembransystems (ER, Golgi, Endosomen, 
Lysosomen), dem Zellkern, der Plasmamembran (inklusive cell junctions und focal 
adhesions), Mitochondrien und Centriolen lokalisiert. Abbildung 2.4 zeigt eine 
Übersicht der einzelnen Rab-Proteine und ihre intrazelluläre Lokalisation. 
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Interessant dabei ist, dass Rab-Proteine auch in gleichen Organellen, jedoch 
unterschiedlichen Membrandomänen vorkommen können. So finden sich bspw. 
Rab5 und Rab7 in unterschiedlichen Domänen der early endosomes (Vitale et al., 
1998; Barbero et al., 2002; Vonderheit und Helenius, 2005). 
Rab-Proteine spielen eine wichtige Rolle bei Andock- und Fusionsprozessen von 
Membranvesikeln und der Regulation der Entstehung selbiger (Pfeffer, 1999; 
Pereira-Leal und Seabra, 2000; Segev, 2001; Zerial und McBride, 2001). Dabei 
spielt die Interaktion von Rab-Proteinen mit spezifischen Effektoren für die 
temporale und lokale Koordination dieser Zellprozesse eine wichtige Rolle 
(Gonzalez, Jr. und Scheller, 1999; Christoforidis et al., 1999). 
 
Im Folgenden soll die Lokalisation einiger Rab-Proteine vorgestellt werden. Die 
Charakterisierung der für diese Arbeit relevanten Rab-Proteine erfolgt in Abschnitt 
2.8. 
Rab1, -2, -6, -11, -10, -12 und -30 spielen in der Exozytose eine wichtige Rolle 
(Schwartz et al., 2007). Rab1 und Rab2 sind in den ersten Schritten der Exozytose 
involviert und sind am antero- und retrograden Transport vom ER zum Golgi 
beteiligt (Tisdale et al., 1992). Rab6 ist im medialen und cis-Golgi sowie im TGN 
zu finden und reguliert dort den intra-Golgi-Transport sowie den retrograden 
Transport vom GA zum ER (Goud et al., 1990; Mayer et al., 1996; Martinez et al., 
1997). Weitere Golgi-assoziierte Proteine sind Rab12 und Rab30, deren Funktion 
bisher noch unbekannt ist (de Leeuw et al., 1998).  
Rab5 reguliert endozytotische Prozesse und ist sowohl in apikalen als auch 
basolateralen early endosomes (siehe Abb. 2.4) lokalisiert (Bucci et al., 1995; 
Trischler et al., 1999). Rab8 spielt eine Rolle im Transport von basolateral 
sortierten Proteinen und befindet sich im CE und im Bereich des TGN (Ang et al., 
2003; Henry und Sheff, 2008). Rab10 hingegen wurde in jüngsten Studien als 
charakteristisches Protein für common endosomes beschrieben und spielt eine 
Rolle beim Transport von den basolateral sorting endosomes zu den common 
endosomes (Babbey et al., 2006). Rab7 und Rab9 sind beide in late endosomes 
zu finden und sind in den späten Schritten der Endozytose involviert (Soldati et al., 
1994; Feng et al., 1995; Soldati et al., 1995; Diaz et al., 1997; Mohrmann und van 







Abb. 2.4: Intrazelluläre Lokalisation von Rab-Proteinen 
In dieser Abbildung ist die Lokalisation einzelner Rab-Proteine dargestellt. Die Pfeile 
verdeutlichen die Transportprozesse, in denen einzelne Rab-Proteine involviert sind.  
Farbige Linien charakterisieren die spezifische Lokalisation von Rab-Proteinen in 
gleichen Organellen, jedoch unterschiedlichen Membrandomänen. 
CCV, clathrin-coated vesicle       





2.7.2 Der GTPase-Zyklus 
 
Die GTPasen spielen, wie bereits beschrieben, eine wichtige Rolle in der 
Regulation des Vesikeltransports, allerdings ist der genaue Mechanismus noch 
nicht geklärt. 
Rab-Proteine fungieren als eine Art molekularer Schalter innerhalb der zellulären 
Signaltransduktion (Takai et al., 2001), was bedeutet, dass sie in zwei 
Konformationen vorkommen können. Durch hydrolytische Spaltung von 
Guanosintriphosphat (GTP) in Guanosindiphosphat (GDP) und anorganisches 
Phosphat wechseln sie von einem aktiven in einen inaktiven Zustand (Stenmark 
und Olkkonen, 2001; Zerial und McBride, 2001; Stein et al., 2003; Bucci und 
Chiariello, 2006). Interessant hierbei ist der damit verbundene Ortswechsel vom 
Zytoplasma zur Membran (Fischer et al., 1994). Im aktiven Zustand erfolgt eine 
Konformationsänderung der Effektor-bindenden Region. Dadurch wird die 
Interaktion mit Rab-spezifischen Effektorproteinen ermöglicht und der vom 
jeweiligen Rab-Protein regulierte Prozess initiiert (Novick und Brennwald, 1993; 
Stenmark et al., 1994a; Moore et al., 1995; Zerial und McBride, 2001; Bucci und 
Chiariello, 2006). Bei der Gruppe der Effektorproteine handelt es sich um Proteine, 
die z.B. eine Rolle beim membrane tethering oder docking spielen oder um 
Enzyme oder Proteine des Zytoskeletts. 
Dieser zyklische Ablauf von Aktivierung, Translokation und Inaktivierung wird im 
Wesentlichen von drei regulatorischen Proteinklassen gesteuert (siehe Abb. 2.5): 
Guaninnukleotid-Austausch-Faktoren (guanine nucleotide exchange factors, 
GEF), Guaninnukleotid-Dissoziations-Inhibitoren (GDI) und GTPase-aktivierte 
Proteine (GTPase activated proteins, GAP; Takai et al., 1996; Novick und Zerial, 
1997; Martinez und Goud, 1998). 
Im aktiven Zustand koordinieren Rab-Proteine drei Hauptschritte im Transport. 
Dabei handelt es sich um die Vesikelbildung (budding), die Vesikelbewegung 
entlang des Zytoskeletts sowie das vesicle tethering und die Vesikelfusion mit der 









Abb. 2.5: Modell des Rab-Zyklus 
Dargestellt wird hier ein stark vereinfachtes Schema des Rab-Zyklus. 
Das aktive GTP-gebundene Rab-Protein ist über eine Isoprenylierung in der 
Donormembran integriert und wird mit dem Vesikel abgeschnürt (budding). An der 
Akzeptormembran findet die Fusion von Vesikel und Membran statt. Anschließend 
erhöht ein GAP (Walworth et al., 1992) die intrinsische Aktivität der GTPase, so dass 
GTP zu GDP hydrolysiert wird.  
Das GDP-gebundene inaktive Rab-Protein wird von einem GDI-Protein von der 
Membran gelöst (Chen et al., 1998). Das GDI stabilisiert das Rab-Protein im Zytosol und 
bringt es erneut zur Donormembran. Es wird vermutet, dass ein GDF (GDI displacement 
factor) das Rab-Protein vom GDI löst und zur Zielmembran bringt. Dort bewirkt ein GEF 
den Austausch des GDP durch GTP. GDI kehrt ins Zytosol zurück, um erneut Rab-
Moleküle zu binden (Dirac-Svejstrup et al., 1997). Das Rab-Protein wird erneut aktiviert 






2.8 Zentrale Proteine der vorliegenden Arbeit 
 
2.8.1 Laktase-Phlorizin-Hydrolase (LPH) 
 
Zur Aufklärung molekularer Mechanismen des intrazellulären Proteintransportes 
werden in der vorliegenden Arbeit verschiedene Modellproteine verwendet. Hierzu 
zählt die Laktase-Phlorizin-Hydrolase, ein Glykoprotein der apikalen 
Bürstensaummembran von Dünndarmepithelzellen. Die LPH bildet zusammen mit 
der Saccharase-Isomaltase, der Maltase-Glykoamylase und der Trehalase die 
Gruppe der intestinalen Disaccharidasen (Hauri et al., 1985). 
Es handelt sich bei der LPH um ein integrales Membranprotein, welches in der 
apikalen Bürstensaummembran von Dünndarmenterozyten lokalisiert ist. Das 
unter den Säugetieren ubiquitär vorkommende Enzym besitzt zwei verschiedene 
hydrolytische Aktivitäten. Zum einen spaltet die Laktase das Disaccharid Laktose, 
das Hauptkohlenhydrat der Säugermilch, in die resorbierbaren Monosaccharide 
Glukose und Galaktose (Schlegel-Haueter et al., 1972; Colombo et al., 1973), 
während die Phlorizin-Hydrolase für die Hydrolyse von Phlorizin und von β-
Glykosylceramiden verantwortlich ist (Colombo et al., 1973; Leese und Semenza, 
1973; Skovbjerg et al., 1981). 
 
 
Strukturelle Eigenschaften der humanen LPH 
 
Das Gen der humanen LPH ist auf dem Chromosom 2 lokalisiert (Kruse et al., 
1988) und setzt sich aus 17 Exons zusammen (Boll et al., 1991). Die LPH-cDNS 
umfasst 6274 Nukleotide und kodiert die 1927 Aminosäuren umfassende Pre-Pro-
LPH (Mantei et al., 1988), welche sich aus unterschiedlichen Proteindomänen 
zusammensetzt. Das Translationsprodukt beginnt am N-terminalen Ende mit 
einem Signalpeptid, bestehend aus 19 Aminosäuren (Met1-Gly19), welches für die 
Translokation der wachsenden Peptidkette ins ER-Lumen verantwortlich ist und 
hier abgespalten wird (von Heijne, 1986). Daran anschließend befindet sich die 
Ektodomäne des Proteins (Ser20-Thr1882), die aus der LPH-Prodomäne (LPHα, 
Ser20-Arg868) und einer sich über 1016 AS erstreckenden Domäne der reifen 
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Bürstensaummembranform, genannt LPHβinitial, besteht (Wuthrich et al., 1996; 
Jacob et al., 1996). Darauf folgt die hydrophobe Membranankersequenz aus 19 
AS (MA; Ala-Leu), die das Protein in der Lipiddoppelschicht befestigt (Mantei et 
al., 1988). Die C-terminale Domäne wird durch den hydrophilen zytoplasmatischen 
Bereich aus 26 AS gebildet. Aufgrund des extrazellulär gelegenen N-Terminus 
und des intrazellulär lokalisierten C-Terminus zählt die LPH zu den Typ-I-
Membranproteinen (Blobel, 1980), während andere Disaccharidasen, wie die 
Saccharase-Isomaltase (Semenza, 1979; Hunziker et al., 1986), aufgrund der 





Abb. 2.6: Schematische Darstellung der LPH-Biosynthese 
Im ER erfolgt nach der Abspaltung der Signalsequenz die mannosereiche N-
Glykosylierung der pro-LPH. Nach Transport ins trans-Golgi-Netzwerk (TGN) erfolgt 
durch komplexe Glykosylierung und Abspaltung des Profragmentes LPHα zwischen 
Arg734 und Leu735 die Prozessierung des Proteins zu LPHβinitial. An der Oberfläche der 
Enterozyten entsteht schließlich das reife Enzym LPHβfinal aufgrund der Spaltung des 







Die LPH wird als 215 kDa große Pro-LPH in das ER transloziert und dort co-
translational N-glykosyliert (siehe Abb. 2.6). Im ER muss sich ein Dimer aus zwei 
Pro-LPH-Ketten bilden, bevor es in den Golgi-Apparat weitergeleitet werden kann. 
Der Transport aus dem ER wird bei einem Ausbleiben der Dimerbildung 
unterbunden (Naim und Naim, 1996). Für diese Dimerisierung ist die 
Transmembrandomäne der LPH essentiell, wie durch fehlende Assemblierung 
entsprechender Deletionsmutanten gezeigt werden konnte (Panzer et al., 1998). 
Die bereits im ER N-glykosidisch angefügten Zuckerketten werden im Golgi-
Apparat weiter modifiziert, so dass die LPH im TGN komplex glykosyliert vorliegt. 
Im Golgi-Apparat erfolgen zusätzliche O-Glykosylierungen an mehreren Stellen 
des Moleküls, wodurch die Enzymaktivität um das Vierfache erhöht wird (Naim, 
1992). Während seiner Entwicklung zum reifen Enzym wird das Pro-LPH-
Fragment zweimal gespalten (Wuthrich et al., 1996; Jacob et al., 1997). Bei der 
ersten Spaltung wird das große α-LPH-Profragment entfernt und die so 
entstandene Form der LPH wird zur apikalen Membran transportiert. Dort wird sie 
erneut geschnitten, so dass nun die fertige 160 kDa große β-Form der LPH 




2.8.2 Saccharase-Isomaltase (SI) 
 
Bei der Saccharase-Isomaltase handelt es sich um das zweite Modellprotein, 
welches für die nachfolgenden Studien verwendet wurde. Wie auch bei der LPH 
handelt es sich bei der Saccharase-Isomaltase um eine membranständige 
Disaccharidase der Bürstensaummembran des Duodenums (Semenza et al., 
1983). Die beiden Untereinheiten Saccharase und Isomaltase spalten die α-
glykosidisch verknüpften Kohlenhydrate Saccharose und Maltose bzw. Isomaltose 
in ihre Einzelkomponenten auf. 
Die beiden homologen Domänen Saccharase und Isomaltase entstehen aus einer 
Polypeptidkette, dem Vorläuferprotein pro-SI, welches erst im Darmlumen durch 
Trypsin gespalten wird (Hauri et al., 1985). Beide Untereinheiten der SI bleiben an 
der apikalen Bürstensaummembran über ionische Wechselwirkungen miteinander 
verbunden (Naim et al., 1988). 
 
 
Biosynthese, Reifung und Struktur der humanen Saccharase-Isomaltase 
 
Das Gen, welches für die Saccharase-Isomaltase kodiert, ist auf dem 
Chromosom 3 lokalisiert. Die SI-cDNS besteht aus 5484 Nukleotiden, welche für 
1827 AS kodieren (Green et al., 1987). Die SI ist ein Membranprotein vom Typ II, 
das heißt, der zytoplasmatische Teil und die Transmembranregion, die Teil der 
nicht abspaltbaren Signalsequenz sind, befinden sich am N-Terminus (Hunziker et 
al., 1986). 
An den Membrananker schließen sich eine Serin- / Threonin-reiche Stab-Domäne 
und eine P-Domäne an (Tomasetto et al., 1990), auf welche dann die beiden 
enzymatisch aktiven Untereinheiten Isomaltase und Saccharase folgen (Hunziker 
et al., 1986). Diese Stab-Domäne ist stark glykosyliert und wird zur Isomaltase-
Untereinheit gerechnet (Hauri et al., 1985). 
Das mannosereiche Vorläuferprotein der SI (210 kDa) wird vom ER zum Golgi-
Apparat transportiert ohne vorher Dimere zu bilden, wie es bei vielen Proteinen 
üblich ist. Im Golgi-Apparat erfolgt dann die Prozessierung des mannosereichen, 
N-glykosylierten Vorläuferproteins (pro-SIh) zum komplex glykosylierten Molekül. 
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Im cis-Golgi erfolgt die O-Glykosylierung, die für die Sortierung der SI eine 





Abb. 2.7: Schematische Darstellung der SI 
Der Aminoterminus (N) befindet sich im zytoplasmatischen Teil des Proteins, das 
carboxyterminale Ende des Peptids (C) ist zum Lumen des Darmkanals gerichtet (Typ-
II-Membranprotein). Zwischen der Isomaltase- und der Saccharase-Untereinheit 
befindet sich eine Spaltungsstelle für Trypsin, wodurch das Molekül im Darmlumen zur 
reifen Form überführt wird; die Untereinheiten bleiben hierbei durch ionische 




Den apikalen, vesikulären Transport der SI vermitteln O-Glykane in der Stab-
Domäne, die zu einer Assoziation mit Membranmikrodomänen führen (Alfalah et 
al., 1999; Jacob et al., 2000b). Beide Modellproteine, LPH und SI, werden mit 
hoher Effizienz zur apikalen Bürstensaummembran transportiert, wobei die SI über 
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ihre Assoziation mit Membranmikrodomänen (rafts) dorthin gelangt, während die 
LPH unabhängig von rafts apikal sortiert wird. Studien belegen, dass 
unterschiedliche Zytoskelettkomponenten an diesen apikalen Transportprozessen 
beteiligt sind (Jacob et al., 2003). So konnte gezeigt werden, dass SI-tragende 
Vesikel an Mikrotubuli und Aktin-Mikrofilamenten zur apikalen Membran gelangen, 
wohingegen LPH-tragende Vesikel nur entlang von Mikrotubuli zu ihrem 
Bestimmungsort transportiert werden. Darüber hinaus wurde aufgezeigt, dass das 
Motorprotein Myosin 1a in SI-tragenden Vesikeln vorhanden ist, jedoch nicht in 
LPH-tragenden Vesikeln. Diese Beobachtung führt zu der Annahme, dass Myosin 
1a eine direkte Rolle beim Aktin-abhängigen Transportweg von SI spielen könnte 





Bei der Familie der Galektine handelt es sich um eine Gruppe von Proteinen, die 
spezifisch β-Galaktose- und N-Acetyl-Lactosamin (LacNAc)-Reste in 
Oligosacchariden binden (Barondes et al., 1994). Die Familie der Galektine 
umfasst 13 verschiedene Galektine sowie fünf Galektin-ähnliche Proteine, welche 
aufgrund ihrer Struktur in drei Hauptgruppen – die chimären, die Prototyp- und die 
tandem-repeat-Galektine – eingeteilt werden (Hirabayashi und Kasai, 1993). Ein 
wichtiges Kriterium bei der Einteilung spielt die so genannte carbohydrate-
recognition domain (CRD). Sie besteht aus zwölf β-Strängen, welche in zwei β-
Faltblättern zu einer β-Sandwichkonfiguration angeordnet sind. Die CRD der 
einzelnen Galektine unterscheiden sich in den Feinspezifitäten der Zuckerbindung, 
worauf vermutlich auch die unterschiedlichen biologischen Funktionen der 
Mitglieder dieser Familie zurückzuführen sind (Hughes, 1999; Hughes, 2001). In 
Abbildung 2.8 wird eine schematische Darstellung der Galektine gezeigt. Galektin-
1, -2 und -5, die zu den Prototyp-Galektinen gehören, besitzen eine CRD und eine 




Abb. 2.8: Einteilung und schematische Darstellung der Galektine 
Die CRD der Galektine ist als ausgefüllte Struktur dargestellt. Links sind die Prototyp-, 
in der Mitte die chimären Galektine und rechts die tandem-repeat-Galektine dargestellt. 
 
        (Leffler et al., 2004) 
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Galektin-3 hingegen besitzt als chimäres Galektin einen langen N-terminalen 
Schwanz und ebenfalls eine CRD-Domäne. Die tandem-repeat-Galektine 
bestehen aus zwei unterschiedlichen CRD-Domänen, die durch einen linker 
miteinander verbunden sind (Hughes, 2001; Leffler et al., 2004). 
Galektine sind im Organismus an der Regulation von Entzündungsreaktionen, 
Apoptose, Zellwachstum und Zelladhäsion beteiligt (Leffler et al., 2004; Hughes, 
2004; Sato und Nieminen, 2004; Grassadonia et al., 2004; Van Den et al., 2004; 




Galektin-3 stellt eine eigene Untergruppe bei 
den Galektinen dar. Es unterscheidet sich 
von den anderen Galektinen durch einen 
langen N-terminalen Schwanz, der aus 8-13 
Wiederholungen einer Prolin-, Tyrosin- und 
Glycin-reichen Sequenz besteht (Leffler et 
al., 2004). Galektin-3 ist ein Monomer, 
welches hochmolekulare Komplexe 
ausbildet, die eine wichtige Voraussetzung 
für die Funktion von Galektin-3 in der 
Proteinsortierung darstellen (Patnaik et al., 
2006; Delacour et al., 2007). Die Bindung 
von Galektin-3 an seinen Liganden 
Galaktose erfolgt über 
Wasserstoffbrückenbindungen zwischen je 
einem Histidin-, Asparagin- und Argininrest 
und dem O4-Atom der Galaktose sowie über 
einen weiteren Argininrest am O3. Neben der 
Galaktose kann Galektin noch an weitere 
Liganden, wie z.B. Laktose, binden. 
 
 
Abb. 2.9: Struktur von Galektin-3 
 
Der N-terminale Schwanz ist in blau 
dargstellt. Grün gezeichnet sind die 
β-Stränge S1 und S12 der CRD. 
Zusätzlich ist Laktose als Ligand 
gebunden.  
   (Hughes, 2001) 
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Es handelt sich bei Galektin-3 um ein Protein, das keine N-terminale 
Signalsequenz für die Translokation in das Lumen des ER besitzt. Galektin-3 
kommt neben seiner zytoplasmatischen Lokalisation auch extrazellulär vor. Der 
genaue, unkonventionelle Sekretionsweg der Galektine konnte bisher noch nicht 
entschlüsselt werden. Unkonventionelle Sekretionswege sind für einige Proteine 
bekannt und es bestehen dazu unterschiedliche Theorien. Zum einen könnte der 
Transport über vesikuläre Strukturen erfolgen. Dabei werden sekretorische 
Proteine in Vesikel aufgenommen, die in das Innere endosomaler Strukturen 
knospen, welches zur Ausbildung von MVB (multi vesicular bodies) führt. Durch 
Fusion der MVB mit der Plasmamembran werden die vesikulären Strukturen, und 
somit die darin enthaltenen Proteine, in die Umgebung freigesetzt (Hughes, 1999; 
Stoorvogel et al., 2002; Nickel, 2005). Eine andere Möglichkeit wären spezielle 
endozytotische Strukturen wie Melanosomen in Melanozyten oder Lysosomen in 
zytotoxischen T-Zellen, welche durch Fusion mit der Plasmamembran dafür 
sorgen könnten, dass ihr Inhalt in die Umgebung der Zelle sezerniert wird. ABC-
Transporter könnten hierbei die Aufnahme in sekretorische Lysosomen vermitteln 
(Stinchcombe et al., 2004). 
Zwei weitere Theorien der unkonventionellen Sekretion beziehen sich auf eine 
direkte Translokation der Proteine über die Membran. Dies geschieht zum einen 
mit Hilfe eines Transporterproteins (z.B. ABC-Transporter) in der Membran oder 
zum anderen durch einen Prozess, der als membrane blebbling bezeichnet wird 
(Cleves und Kelly, 1996; Freyssinet, 2003; Hugel et al., 2005). Dabei lösen sich 




2.8.4 Alpha-Kinase 1 
 
Alpha-Kinase 1 (ALPK-1) zählt neben der Dictyostelium myosin heavy chain 
kinase A und der elongation factor 2 kinase zu der Familie der Alpha-Kinasen, 
welche erst vor wenigen Jahren identifiziert wurde (Futey et al., 1995; Ryazanov et 
al., 1997; Cote et al., 1997; Ryazanov et al., 1999; Drennan und Ryazanov, 2004). 
 
ALPK-1 besteht aus 1244 Aminosäuren und weist eine Größe von 137 kDa auf. 
Exprimiert wird sie in Geweben des Dünndarms, des Magens und der Niere sowie 
den Lymphknoten (Ryazanova et al., 2001). 
Alpha-Kinasen kommen im Genom von Wirbeltieren, Pilzen und Protozoen vor, 
konnten allerdings nicht in jenem von Insekten, Hefen und höheren Pflanzen 
identifiziert werden (Drennan und Ryazanov, 2004). 
 
Der Hauptteil der eukaryotischen Proteinkinasen gehört zu der Gruppe der 
konventionellen Proteinkinasen (CPK), welche aus den Familien der Serin-
 / Threonin-Kinasen und der Tyrosin-Kinasen besteht (Taylor et al., 1992; Hanks 
und Hunter, 1995; Johnson und Lewis, 2001; Manning et al., 2002a; Manning et 
al., 2002b). 
Alpha-Kinasen weisen in ihrer Aminosäuresequenz keine Gemeinsamkeiten mit 
konventionellen Proteinkinasen auf, ähneln diesen aber sehr in ihrer räumlichen 
Struktur und der Position funktionell bedeutsamer Aminosäuren. Beide Familien 
der Kinasen bilden eine zweilappige Struktur aus. Der N-terminale Bereich sorgt 
für die Verankerung und Orientierung des Nukleotids, während der C-terminale 
Bereich für die Substratbindung und die Einleitung der Phosphorübertragung 
verantwortlich ist. 
Alpha-Kinasen besitzen die Eigenschaft, Aminosäuren zu phosphorylieren, welche 
sich in α-Helices befinden, wodurch sie auch ihren Namen erhielten (Ryazanov et 
al., 1999). Hierbei handelt es sich um einen weiteren Unterschied zu den 
konventionellen Proteinkinasen. Diese phosphorylieren nämlich Aminosäuren, die 







Abb. 2.10: Darstellung der unterschiedlichen Domänen der Alpha-Kinasen 
Alpha-Kinase-Domänen können am C- bzw. N-terminalen Ende oder in der Mitte des 
Proteins lokalisiert sein. 




Die Familie der Alpha-Kinasen kann in zwei Gruppen eingeteilt werden. Die eine, 
zu der die ALPK-1 zählt, trägt ihre Kinasedomäne direkt oder nahe am C-
Terminus, wohingegen sie sich bei der anderen Gruppe am N-Terminus befindet. 
Zu der letzten Gruppe zählen die elongation factor 2-Kinasen und der Großteil der 
myosin heavy chain-Kinasen A. 
Alpha-Kinasen weisen ein breites Spektrum an unterschiedlichen Domänen auf. 
Diese umfassen Ionenkanäle, Integrin-ähnliche Domänen, WD- oder TPR-
Wiederholungen, Immunoglobulin-ähnliche Domänen oder Calmodulin-Domänen 





Rab4 wurde erstmals 1987 im Rattengehirn gefunden (Touchot et al., 1987). Nach 
der Entdeckung eines zweiten humanen Proteins, das eine 82 %-ige 
Sequenzhomologie zu Rab4 aufwies, wurde das zuerst entdeckte als Rab4A und 
das zweite als Rab4B bezeichnet (Chavrier et al., 1990; Huang und Chuang, 
1998). Die beiden Rab-Proteine bilden eine eigene Unterfamilie in der Familie der 
Rab-Proteine. Beide Proteine haben eine Länge von 213 Aminosäuren, wobei 
Rab4A ein Molekulargewicht von 23871 Da und Rab4B von 23587 Da aufweist. 
Rab4 ist neben Rab5 auf frühen Endosomen zu finden, kontrolliert jedoch einen 
entgegengesetzten Transportweg (van der Sluijs et al., 1991; de Wit et al., 2001). 
Rab5 reguliert sowohl den Vesikeltransport von der Plasmamembran zu frühen 
Endosomen als auch deren homotypische Fusion. Rab4 hingegen ist an der 
Regulation des Recyclings von frühen Endosomen zum recycling compartment 
oder direkt zur Plasmamembran (fast recycling, Abb. 2.4) beteiligt, wie am Beispiel 
des Transferrin-Rezeptors gezeigt werden konnte (van der Sluijs et al., 1991; 
Bucci et al., 1992; van der Sluijs et al., 1992; de Wit et al., 2001). Die 
Überexpression von Rab4 in MDCK-Zellen führt zu einer Umverteilung des 
Transferrin-Rezeptors von den frühen Endosomen zur apikalen Plasmamembran 
(Mohrmann et al., 2002b). 
Darüber hinaus ist Rab4 neben Rab11 auf recycling endosomes (RE) zu finden 
(Somsel und Wandinger-Ness, 2000; Sonnichsen et al., 2000). Rab-Proteine, z.B. 
Rab4, -5 und -11, können auf den gleichen Zellorganellen lokalisiert sein, sich 
jedoch in separaten Membrandomänen befinden (Sonnichsen et al., 2000; De 





Rab8 gehört zu jener Superfamilie, die auch Rab10 und Rab13 beinhaltet. Bei ihr 
handelt es sich um die nächsten Verwandten des Sec4p der Hefe (Chavrier et al., 
1993; Pereira-Leal und Seabra, 2001). Dieses wiederum ist das zuerst 
beschriebene Rab-Protein, das den Transport vom trans-Golgi-Netzwerk zur 
Membran reguliert (Salminen und Novick, 1987; Walworth et al., 1992). Rab8 und 
Rab13 spielen ebenso wie auch Sec4p eine Rolle beim polarisierten 
Membrantransport. 
Rab8, welches eine Größe von 24 kDa aufweist, ist auf basolateralen post-Golgi-
Vesikeln, recycling endosomes, in der tight junction-Region und der 
Plasmamembran lokalisiert (Huber et al., 1993b; Lau und Mruk, 2003; Ang et al., 
2004). 
 
Es galt als Regulator des basolateralen Transportes vom TGN zur 
Plasmamembran (Chen et al., 1993; Huber et al., 1993b). Es konnte jedoch 
gezeigt werden, dass Rab8 nur als Regulator beim AP-1B-abhängigen Transport 
vom TGN zur basolateralen Membran eine entscheidende Rolle in polaren MDCK-
Zellen zukommt (Ang et al., 2003; Henry und Sheff, 2008). 
Ebenfalls involviert ist Rab8 beim polaren Transport zur dendritischen Membran, 
bei der Aktin-abhängigen Bewegung von Melanosomen und bei der Zell-Zell-
Adhäsion (Huber et al., 1993a; Ang et al., 2003; Powell und Temesvari, 2004; 
Chabrillat et al., 2005; Hattula et al., 2006). 
In Fibroblasten vermittelt Rab8 den gerichteten Transport von VSV-G (Peranen et 
al., 1996) und in Photorezeptorzellen der Retina den Transport von post-Golgi-
Vesikeln, die neu gebildetes Rhodopsin transportieren (Deretic et al., 1995). 
Aktuelle Studien belegen, dass Rab8 auch bei Tumorzellen der Brust (MDA-MB-
231-Zellen) eine Rolle im polaren vesikulären Transport von MT1-MMP (MT1-
Matrix-Metalloproteinase), einer Metalloproteinase, zukommt, die ein Teil der 
invasiven Maschinerie von Tumorzellen ist. Die Überexpression der konstitutiv-
aktiven Rab8-Mutante sowie siRNA-Experimente in diesen Zellen zeigen, dass 
Rab8 den Transport von MT1-MMP an die invasive Plasmamembran und somit 
die proinvasive Aktivität der Proteinase reguliert (Bravo-Cordero et al., 2007). 
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Sato et al. konnten als erste eine Beteiligung von Rab8 am apikalen Transport in 
vivo nachweisen. So zeigten sie, dass es in Rab8-knock-out-Mäusen zu einer 
Fehlsortierung apikaler Peptidasen hin zu Lysosomen kommt. Dies führt zum 
Abbau der Peptidasen, wodurch es zu Verdauungs- und 
Nahrungsaufnahmeproblemen sowie schließlich infolge Unterernährung zum Tod 





Rab11A gehört neben Rab11B und Rab25 zur Rab11-Subfamilie (Bock et al., 
2001). Das Vorkommen von Rab25 beschränkt sich auf Epithelzellen (Goldenring 
et al., 1993; Goldenring et al., 1996), während Rab11A und Rab11B ubiquitär 
exprimiert werden. Rab11A, welches aus 216 Aminosäuren besteht und eine 
Größe von 24 kDa aufweist, wurde erstmals in neuronalen Membranfraktionen 
identifiziert und anschließend sowohl in nicht-polarisierten als auch polarisierten 
Zellen nachgewiesen (Kikuchi et al., 1988; Chavrier et al., 1990; Ohmori et al., 
1990). Es spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation intrazellulärer 
Transportprozesse, wie dem endosomalen Recycling internalisierter 
Transportproteine und Rezeptoren, der Phagozytose sowie der Translokation 
sekretorischer Vesikel (Ullrich et al., 1996; Cox et al., 2000; de Graaf et al., 2004). 
Darüber hinaus reguliert Rab11A die Proteinsortierung aus dem trans-Golgi-
Netzwerk bzw. aus degradativen Lysosomen in die recycling endosomes (Wilcke 
et al., 2000; Peden et al., 2004). 
Durch die Analyse von RE konnte die Beteiligung von Rab11A an der Regulation 
des endosomalen Recyclings von Transportproteinen und Rezeptoren in 
polarisierten und nicht-polarisierten Zellen nachgewiesen werden (Ullrich et al., 
1996; Green et al., 1997; Sonnichsen et al., 2000). Rab11A ist in den RE 
lokalisiert, welche den Transferrin-Rezeptor zur Zelloberfläche transportieren. Die 
Überexpression der konstitutiv-aktiven Rab11-Mutante führt zu einer Inhibition des 
Austritts von recycling endosomes aus dem Endosomalen Recycling-
Kompartiment (Wilcke et al., 2000). 
Neben der Assoziation von Rab11A in recycling endosomes konnte Rab11A auch 
im TGN sowie im Golgi-Apparat und in sekretorischen post-Golgi-Vesikeln 
lokalisiert werden (Urbe et al., 1993; Chen et al., 1998). Die Überexpression der 
dominant-negativen Mutante von Rab11A führt zu einer Akkumulation von TGN38, 
einem Markerprotein des trans-Golgi-Netzwerkes, in RE und zur Inhibition des 
endosomalen Recyclings von TGN38, das zwischen Plasmamembran und trans-
Golgi-Netzwerk zirkuliert (Wilcke et al., 2000). Diese Ergebnisse führen zu der 
Hypothese, dass Rab11A bei der Regulation des endosomalen Recyclings als 
Sortierprotein eine Rolle spielt. 
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Die Exozytose aus dem Golgi-Apparat zur Plasmamembran wird ebenfalls von 
Rab11A reguliert, da die Überexpression der dominant-negativen Mutante die 
Translokation der beteiligten RE inhibierte (Chen et al., 1998). 
Darüber hinaus ist Rab11A an der Regulation des intrazellulären Transports des 
epithelialen Adhäsionsproteins E-Cadherin und des VSV-G aus dem trans-Golgi-
Netzwerk zur Plasmamembran beteiligt (Chen et al., 1998; Calhoun et al., 1998; 
Lock und Stow, 2005). In gastrointestinalen und renalen Epithelzellen ist Rab11A 
in subapikalen Membranvesikeln lokalisiert und reguliert das endosomale 




2.8.8 Zielsetzung der Arbeit 
 
Zielsetzung dieser Arbeit war die Aufklärung der zugrunde liegenden Sortier- und 
Transportmechanismen apikaler Proteine anhand der beiden Modellproteine SI 
und LPH in MDCK-Zellen. Der erste Teil der Arbeit beschäftigt sich damit, neue 
Proteinkomponenten zu identifizieren und mitzuhelfen, ihre Funktion im Transport 
von SI und LPH zu charakterisieren.  
Darüber hinaus stellte sich die Frage nach der Rolle endosomaler Kompartimente 
im apikalen Transport. Für den basolateralen Transport konnte anhand 
spezifischer Marker, so genannter Rab-Proteine, gezeigt werden, dass 
Endosomen in der Exozytose eine entscheidende Rolle spielen (Huber et al., 
1993b; Ang et al., 2003; Lock und Stow, 2005; Babbey et al., 2006). Der Hauptteil 
dieser Arbeit beschäftigte sich mit der Aufklärung endosomaler Kompartimente 
anhand der Rab-4-, -8- und 11-Proteine im apikalen Transport. Neben der 
Charakterisierung endosomaler Kompartimente galt es, die Funktion dieser drei 
Proteine im Transport von SI und LPH zu entschlüsseln. Durch die Konstruktion 
von Fusionsproteinen konnte der Transport der verschiedenen Proteine in vivo 
untersucht werden. Durch Transfektion der cDNS dieser Konstrukte konnte sowohl 
in transient transfizierten COS-1-Zellen als auch in stabil exprimierenden MDCK-




3.1. Alpha-Kinase 1, eine neue Komponente im apikalen 
Proteintransport 
 
Publikation 1:  
Martin Heine, Catharina I. Cramm-Behrens, Athar Ansari, Hsueh-Ping Chu, Alexey 
Ryazanov, Hassan Y. Naim und Ralf Jacob;  
α-Kinase 1, A New Component in Apical Protein Transport, J. Biol. Chem., 2005 Jul 8; 
280 (27): 25637-43 
 
 
Durch Vesikel-Immunpräzipitation und MALDI-TOF-Analysen konnte in SI-
tragenden Vesikeln (SAV) das Protein Alpha-Kinase 1 (ALPK-1) identifiziert 
werden, welches nicht in LPH-tragenden Vesikeln (LAV) vorkommt. 
Alpha-Kinasen sind im Gegensatz zu konventionellen Kinasen in der Lage, 
Aminosäuren in α-Helices zu phosphorylieren, wodurch sie auch ihren Namen 
erhalten haben. 
In der hier vorliegenden Arbeit sollte die Rolle von ALPK-1 beim apikalen 
Transport raft-abhängiger Proteine am Beispiel der SI charakterisiert werden. Für 
diese Studien wurden neben Immunpräzipitation, Western Blot, konfokaler 
Mikroskopie und siRNA-Versuchen auch quantitative PCR-Analysen und Kinase-
Assays durchgeführt. 
 
Nach erfolgter Immunpräzipitation und Identifizierung der ALPK-1 in SAV wurde 
mit Hilfe von quantitativer RT-PCR und Western-Blot-Analysen ein möglicher 
Zusammenhang der ALPK-1 Assoziation mit SI und der Zelldifferenzierung 
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass ein Anstieg der Expression der mRNA 
von ALPK-1 in polaren MDCK- (Bell et al., 2001) und humanen Caco-2-Zellen 
(Darmoul et al., 1994) während der Polarisierung der Epithelzellen erfolgt.  
Zur Charakterisierung der intrazellulären Lokalisation wurden ALPK-1 und 
Galaktosyltransferase (GT), ein TGN-Marker, in die eukaryotischen 
Expressionsvektoren pECFP-1 und pEYFP-1 kloniert, um den Transportweg im 
Zusammenhang mit der SI in COS-1-Zellen zu untersuchen. Die 
konfokalmikroskopischen Analysen zeigten neben vesikulären Strukturen der 
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ALPK-1 im Zytosol eine Konzentration des Proteins in der Nähe des Nukleus, die 
eine Kolokalisation mit GT-YFP aufweist. Darüber hinaus konnten ALPK-1-positive 
Vesikel detektiert werden, die auch SI-YFP tragen, was den Rückschluss zulässt, 
dass beide Proteine über den gleichen sekretorischen Weg befördert werden. 
Um die Rolle der ALPK-1 in SAV näher zu erforschen, wurde die Wirkung von 
ALPK-1 in immunpräzipitierten SAV untersucht. Anhand eines Kinase-Assays mit 
radioaktiv markiertem y-32P-ATP und anschließender Auftrennung mittels SDS-
PAGE konnte der Einbau des 32P-Isotops bei vier Proteinen mit den Größen von 
105, 50, 25 und 16 kDa gezeigt werden. Die 105 kDa große Proteinbande konnte 
mit Hilfe von MALDI-TOF- und Western-Blot-Analysen als Myosin 1a identifiziert 
werden. 
Myosin 1a war schon zuvor als Komponente im gerichteten Transport SI-tragender 
Vesikel identifiziert worden (Jacob et al., 2003; Jacob et al., 2004). In den 
nächsten Experimenten sollte die Phosphorylierung von Myosin 1a nun näher 
charakterisiert werden. Es konnte gezeigt werden, dass das Maximum der 
Phosphorylierung von Myosin 1a 20 min nach Verlassen des TGN erreicht und 
durch den Chelatbildner EDTA sowie den Calmodulin-Inhibitor Trifluorperazin 
(TFP) beeinträchtigt wird. Die Anwesenheit von Staurosporin hingegen zeigte 
keinen Einfluss auf die Kinaseaktivität von ALPK-1. Bei Staurosporin handelt es 
sich um einen Inhibitor für konventionelle Kinasen, wohingegen Alpha-Kinasen 
eine Staurosporin-Insensitivität aufweisen und sich dadurch von konventionellen 
Proteinkinasen unterscheiden (Ryazanov et al., 1997; Ryazanova et al., 2001). 
 
Zu klären bleibt, ob Myosin 1a direkt durch ALPK-1 phosphoryliert wird. Während 
es bei einer gemeinsamen Inkubation von ALPK-1-CFP und Myosin 1a-YFP zu 
einer Phosphorylierung von Myosin 1a kommt, führte die separate Inkubation 
beider Komponenten mit -32P-ATP zu keiner Phosphorylierung. 
Konfokalmikroskopische Analysen konnten darüber hinaus zeigen, dass ALPK-1 
und Myosin 1a in gemeinsamen vesikulären Strukturen lokalisiert sind.  
Die nachfolgenden siRNA- und Inhibierungsstudien sollten den Einfluss der ALPK-
1 auf den Transport oder die Sortierung der SI näher analysieren. Hierbei konnten 
analoge Resultate zu den Kinase-Assays bei der Zugabe von TFP bzw. 
Staurosporin erzielt werden. Nur durch Zugabe des Calmodulin-Inhibitors wurde 
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der Transport der SI zur Zelloberfläche beeinträchtigt. In anschließenden 
Oberflächenexperimenten mit auf Filtereinsätzen gewachsenen, gegen ALPK-1 
siRNA-transfizierten Zellen konnte gezeigt werden, dass die Effizienz des 
Transports der SI an die apikale Membran deutlich verringert wurde. Hierbei 
konnte keine Fehlsortierung an die basolaterale Membran festgestellt werden. Das 
weist darauf hin, dass sich die Reduzierung der ALPK-1-Expression auf den 
Transport, jedoch nicht auf den Sortiermechanismus auswirkt. 
In diesen Studien konnte ein Zusammenhang von ALPK-1 sowohl mit Myosin 1a 
als auch der SI gezeigt werden. Der Einfluss der ALPK-1-Expression und der 
Myosin 1a-Phosphorylierung wurde mittels Vesikel-Immunpräzipitation von siRNA-
transfizierten Zellen und einem anschließenden Kinase-Assay gezeigt. 
 
Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit die ALPK-1-Kinase in SAV identifiziert, 
die eine entscheidende Rolle beim Transport, jedoch nicht bei den 
Sortiermechanismen der SI spielt. Es handelt sich dabei um eine Staurosporin-
insensitive Kinase, die in der Lage ist, Myosin 1a zu phosphorylieren. 
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3.2. Die Notwendigkeit von Galektin-3 für die apikale 
Proteinsortierung 
 
Publikation 2:  
Delphine Delacour, Catharina I. Cramm-Behrens, Hervé Drobecq, Andre Le Bivic, Hassan 
Y. Naim und Ralf Jacob;  
Requirement for Galectin-3 in Apical Transport, Curr. Biol., 2006 Feb21; 16 (4): 408-414 
 
 
Mit Hilfe von 2D-Gelelektrophorese und MALDI-TOF-Analysen sollten weitere 
Proteinkomponenten in SAV und LAV identifiziert werden. Dabei konnte in 
immunisolierten LPH-tragenden Vesikeln das Lektin Galektin-3 identifiziert 
werden. Das Ziel dieser Arbeit lag darin, die Rolle von Galektin-3 im apikalen 
Transport von LPH aufzuklären. 
Mit Hilfe von Western-Blot-Analysen und Elektronenmikroskopie konnte zunächst 
die spezifische Lokalisation in LAV bestätigt werden. Da es sich bei der LPH um 
ein raft-unabhängig transportiertes Protein handelt, sollte in der nächsten Analyse 
mittels Saccharosegradientenzentrifugation überprüft werden, ob Galektin-3 mit 
TX-100-unlöslichen Membranmikrodomänen, so genannten detergent resistant 
membranes (DRM; Tall et al., 2003) , assoziiert oder ob es sich um ein Protein 
handelt, das spezifisch für den raft-unabhängigen Transport ist. Hier konnte 
gezeigt werden, dass Galektin-3 im Gegensatz zur SI und Caveolin, einem raft-
Marker (Tall et al., 2003), ebenso wie die LPH nicht raft-assoziiert ist. 
 
Die nächsten Versuche konzentrierten sich auf die subzelluläre Charakterisierung 
von Galektin-3. Zunächst wurden Fusionsproteine von Galektin-3 und Rab11 mit 
den Expressionsvektoren pEYFP und pECFP generiert, welche dann für 
konfokalmikroskopische Studien in der nicht-polarisierten Zelllinie COS-1 
exprimiert wurden. Galektin-3 wies sowohl eine zytosolische Verteilung als auch 
eine Lokalisation in vesikulären Strukturen auf. In diesen vesikulären Strukturen 
konnte eine Kolokalisation von Galektin-3 mit Rab11, jedoch nicht mit dem 
lysosomalen Membran-Protein lamp-2 und dem trans-Golgi-Marker GT detektiert 
werden. Rab11 wurde hier als Indikator für recycling endosomes verwendet, die 
im apikalen Transport involviert sind (Prekeris et al., 2000). Die Transfektion mit SI 
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und LPH ergab bei anschließenden FRET-Analysen eine räumliche Nähe für 
Galektin-3 und LPH, jedoch nicht für SI. 
Die nachfolgenden Studien in polarisierten MDCK-Zelllinien mit endogenem 
Galektin-3 konnten ebenfalls eine spezifische Lokalisation mit LPH im subapikalen 
Bereich zeigen.  
Bei Galektin-3 handelt es sich um ein zytosolisches Protein, welches über einen 
unkonventionellen Weg transportiert wird. In den nächsten Experimenten sollte 
geklärt werden, zu welchem Zeitpunkt Galektin-3 mit LAV, die das TGN verlassen 
haben, fusioniert. Mit Hilfe von Western Blots und Immunpräzipitationen konnte 
gezeigt werden, dass die Assoziation von Galektin-3 mit LAV 5 min nach 
Verlassen des TGN erfolgt und das Maximum bei 10 min erreicht wird. Auch hier 
konnte keine Assoziation mit SAV detektiert werden, was ebenfalls darauf 
hindeutet, dass Galektin-3 nur im Transport raft-unabhängiger Proteine eine Rolle 
spielt.  
Die nächsten Studien sollten nachweisen, ob Galektin-3 an der zytosolischen oder 
luminalen Seite der Vesikel bindet. Die Analysen von immunpräzipitierten LAV 
nach Triton X-100- und Proteinase-K-Behandlung sowie SDS-PAGE und Western 
Blot zeigten, dass Galektin-3 an der luminalen Seite von post-Golgi-Vesikeln 
bindet. 
Diese Ergebnisse, zusammen mit den FRET-Analysen, warfen die Frage auf, ob 
Galektin-3 direkt mit der LPH im Lumen des Vesikels assoziiert ist. Um dies zu 
klären, wurden Co-Immunpräzipitationen von isolierter SI und LPH aus stabil 
exprimierten MDCK-Zelllinien in An- oder Abwesenheit von Glukose, Galaktose 
oder Laktose durchgeführt. Galaktose und Laktose wirkten hier als Inhibitoren der 
vermuteten Assoziation von Galektin-3 und LPH, wohingegen in Anwesenheit von 
Glukose Galektin-3 mit LPH co-immunpräzipiert werden konnte. Diese Ergebnisse 
lassen den Schluss zu, dass sowohl Laktose als auch Galaktose um die Bindung 
mit Galektin-3 an die LPH konkurrieren. Auch in diesen Studien konnte keine Co-
Präzipitation mit SI in MDCK-Zellen detektiert werden. 
Die Rolle von Galektin-3 als Rezeptor im apikalen Transport wurde neben der LPH 
für zwei weitere Proteine, den Neurotrophin-Rezeptor p75 und das apikale 
Glykoprotein gp114, untersucht. Auch hier konnte nach erfolgter 
Immunpräzipitation von gp114 und p75 und anschließende Western-Blot-Analysen 
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Galektin-3 detektiert werden. Nach Co-Immunpräzipitationen unter den gleichen 
Versuchbedingungen wie für LPH und SI konnte ebenfalls gezeigt werden, dass 
Galektin-3 in Anwesenheit von Glukose an gp114 und p75 bindet. Das bedeutet, 
dass Galektin-3 an die apikalen Glykoproteine LPH, p75 und gp114 auf eine 
Glukose-abhängige Weise bindet.  
 
In abschließenden Versuchen sollte der Einfluss von Galektin-3 auf den Transport 
bzw. die Sortierung apikaler Proteine betrachtet werden. Dies wurde durch 
Transfektion mit siRNA, das heißt eine Reduzierung von Galektin-3 auf Protein- 
und mRNA-Ebene, in Oberflächenexperimenten untersucht. Die 
Oberflächenverteilung von LPH, p75 und SI auf der apikalen bzw. basolateralen 
Membran von siRNA-transfizierten MDCK-LPHmyc-, MDCK-p75- und MDCK-SI-
YFP-Zellen wurde durch Inkubation auf Filtereinsätzen und die 
Oberflächenpräzipitation von LPH, p75 und SI bestimmt. Die Repression von 
Galektin-3 führte zu einer Fehlsortierung von LPH und p75 zur basolateralen 
Membran, wohingegen kein Einfluss auf den Transport der SI zu erkennen war.  
Diese Ergebnisse konnten mittels konfokaler Mikroskopie bestätigt werden. 
 
Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit eine neue Komponente, Galektin-3, im 
raft-unabhängigen Transport identifiziert. Die aufgeführten Daten lassen den 
Schluss zu, dass Galektin-3 eine wichtige Rolle bei der Sortierung raft-








3.3 Endosomen sortieren apikale Proteine in verschiedene 
Vesikelpopulationen 
 
Publikation 3:  
Catharina Cramm-Behrens, Martina Dienst, Ralf Jacob;  
Endosomes Sort Apical Cargo into Distinct Transport Carriers; Traffic, submitted  
 
 
Nach der Identifizierung einzelner Komponenten – Galektin-3 bei der LPH und 
ALPK-1 bei der SI – im Transport zur apikalen Membran, ging es in dieser Arbeit 
darum, herauszufinden, ob der Transport vom Golgi-Apparat zur Plasmamembran 
über endosomale Kompartimente verläuft. 
Die Initialhypothese einer Sortierung apikaler und basolateraler Proteine im TGN 
wurde inzwischen erweitert. Zusätzlich kommt eine weitere Sortierung für einen 
Teil der Proteine nach Verlassen des TGN in Frage. In früheren Studien konnte 
gezeigt werden, dass SI und LPH das TGN in einer gemeinsamen 
Vesikelpopulation verlassen und erst nach Verlassen des TGN eine Auftrennung 
in zwei unterschiedliche Populationen erfolgt (Jacob und Naim, 2001). Einzelne 
endosomale Kompartimente werden in der Zelle durch spezifische kleine 
GTPasen, so genannte Rab-Proteine charakterisiert (siehe Abschnitt 2.7). 
Aufgrund dessen wurden drei verschiedene Rab-Proteine als Marker für 
spezifische endosomale Kompartimente in dieser Arbeit eingesetzt. Es handelt 
sich hierbei um Rab4, eine GTPase, die im Golgi-Bereich und an den early 
endosomes lokalisiert ist, um Rab8, das bei der Exozytose basolateraler Proteine 
eine Rolle spielt und im recycling compartment, auch common endosomes 
genannt, zu finden ist. Rab11, als dritter Marker, ist in der Exo- und Endozytose 
involviert, u.a. ist es in so genannten ARE (apical recycling endosomes) lokalisiert. 
 
Der erste Teil dieser Arbeit konzentriert sich auf die konfokalmikroskopische 
Analyse in den unpolaren COS-1- sowie polarisierten MDCK-Zellen. 
In einem ersten Versuch wurden Fusionsproteine erstellt, um Analysen mit Hilfe 
der konfokalen Mikroskopie durchführen zu können. Dafür wurden Rab4, -8 und -
11 in die Expressionsvektoren pECFP-C1 und pDsRedMonomer-C1 kloniert, um 
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dann den Transportweg von Rab4, -8 und -11 im Zusammenhang mit den beiden 
Modellproteinen SI und LPH zu untersuchen. 
Konfokalmikroskopische Analysen in COS-1-Zellen konnten eine Kolokalisation 
von Rab4, -8 und -11 sowohl mit der SI als auch der LPH detektieren, wodurch 
erste Rückschlüsse auf eine Rolle von Rab4, -8 oder -11 im apikalen Transport 
der SI und LPH gezogen werden konnten.  
Sowohl SI-YFP als auch LPH-CFP werden nach der mannosereichen 
Glykosylierung im ER zum Golgi-Apparat befördert, komplex glykosyliert, dann an 
die Zelloberfläche weitertransportiert und dort verankert. Die Fluoreszenzsignale 
der SI- und LPH-Fusionsproteine konzentrieren sich im zentralen Bereich der 
Zelle, und zwar im Golgi-Apparat. Von dort aus verteilen sich sowohl bei SI-YFP 
als auch LPH-CFP die Transportvesikel über die gesamte Zelle, welche als 
signalstarke Punkte erkennbar sind. In diesen konnte eine Kolokalisation mit den 
Rab-Proteinen gezeigt werden. 
Weitere Kotransfektionen mit dominant-negativen Mutanten von Rab4-, Rab8- 
oder Rab11-CFP sowohl mit SI-YFP als auch LPH-YFP ergaben eine 
Veränderung der Vesikelanzahl von SI und LPH gegenüber der Transfektion mit 
den nicht-mutierten Varianten der Rab-Fluoreszenzproteine. Interessant zu 
beobachten war eine Erhöhung der Vesikelanzahl bei Kotransfektion mit Rab8T22N-
CFP, wohingegen sich bei Kotransfektionen mit Rab4S22N und Rab11S25N die 
Vesikelanzahl verringerte. 
Weitere konfokalmikroskopische Analysen in stabilen, polarisierten MDCK-SI-
YFP- und MDCK-LPHmyc-Zellen führten auch hier zu dem Ergebnis, dass eine 
Kolokalisation zwischen Rab4, -8 und -11 sowohl mit SI als auch LPH vorhanden 
ist. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Transfektion der dominant-
negativen Rab8-Mutante zu einer Vesikelakkumulation von SI und LPH führt. 
Nachdem eine Kolokalisation mit SI und LPH gezeigt werden konnte, stellte sich 
die Frage nach der Rolle der Rab-Proteine im apikalen Transport bei der SI bzw. 
der LPH. 
Anhand von siRNA-Transfektionen, welche die Expression der jeweiligen Rab-




Stabil exprimierende MDCK-LPH- und MDCK-SI-Zellen wurden dafür in 
Filtereinsätzen inkubiert und mit siRNA gegen das jeweilige Rab-Protein 
transfiziert. Die Verteilung von LPH und SI auf der apikalen bzw. der basolateralen 
Membran wurde dann durch Oberflächenimmunpräzipitation ermittelt. 
Hier konnte eine drastische Reduzierung sowohl des SI- als auch des LPH-Anteils 
an der apikalen Membran nach Repression von Rab8 festgestellt werden. Des 
Weiteren wurde beobachtet, dass eine intrazelluläre Reduktion der einzelnen Rab-
Proteine zu keiner Fehlsortierung an die basolaterale Membran führt.  
 
Die bisherigen Daten weisen darauf hin, dass SI und LPH beide auf ihrem Weg 
zur apikalen Membran mit allen drei Rab-Proteinen assoziieren, darüber hinaus 
wurde gezeigt, dass Rab8 eine Rolle beim Transport spielt.  
Mittels Immunpräzipitation von post-Golgi-Vesikeln sollte nun die zeitliche 
Assoziation der einzelnen Rab-Proteine mit SAV und LAV nach Verlassen des 
TGN analysiert werden. Hier wurden zunächst die Beobachtungen der konfokalen 
Mikroskopie bestätigt. So waren alle drei Rab-Proteine in SI- und LPH-Vesikeln zu 
finden. Darüber hinaus wurde gezeigt, dass eine zeitliche Abfolge von Rab4- zu 
Rab8- und später Rab11-positiven Kompartimenten nach Verlassen des TGN 
erfolgt. Interessant hierbei ist die zeitgleiche Abfolge für LAV und SAV, was auf 
eine gemeinsamen Transport durch endosomale Kompartimente schließen lässt.  
 
Somit demonstrieren diese Daten, dass SI und LPH nach Verlassen des TGN 
weitere Kompartimente auf ihrem Weg zur apikalen Membran gemeinsam 
passieren und die Sortierung der beiden Proteine nicht im TGN, sondern in einem 
späteren endosomalen Kompartiment stattfindet. 
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3.4. Unveröffentlichte Daten 
 
In diesem Abschnitt werden zusätzliche Ergebnisse aufgeführt, die Grundlage der 
3. Publikation gewesen sind.  
 
 
3.4.1 Konfokalmikroskopische Analysen 
 
Um die subzelluläre Lokalisation von Rab4, -8 und -11 im Zusammenhang mit der 
LPH und SI mittels konfokaler Lasermikroskopie beobachten zu können, wurden 
COS-1-Zellen nach der DEAE-Dextran-Methode mit Fusionsproteinen aus SI und 
LPH mit YFP und Rab4, -8 und -11 mit CFP transfiziert. Die Transfektion erfolgte 
zum einen mit den Wildtypvarianten – Rab4WT-, -8WT- und -11WT-CFP (Abb. 
3.1A) – und zum anderen mit den dominant-negativen Mutanten Rab4S22N-, 
Rab8T22N- und Rab11S25N-CFP mit SI-YFP bzw. LPH-YFP (Abb. 3.1B).  
48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen mit Hilfe der konfokalen 
Lasermikroskopie ausgewertet.  
Wie in Abb. 3.1 erkennbar, konzentrieren sich LPH und SI im zentralen Bereich 
des Zellkörpers, der hier dem Kompartiment des GA entspricht, sowie in 
vesikulären Strukturen. In einigen Zellen ist darüber hinaus eine Lokalisation in der 
Zellmembran erkennbar. In den vesikulären Strukturen konnte eine Kolokalisation 
von Rab4WT-, Rab8WT- sowie Rab11WT-CFP sowohl mit der SI-YFP als auch 
der LPH-YFP detektiert werden. Vergleicht man die Transfektion der dominant-
negativen Mutante mit den Wildtyp-Aufnahmen für Rab8, so ist eine Erhöhung der 
Vesikelanzahl sowohl bei SI als auch LPH erkennbar. Diese Beobachtung konnte 
für Rab4 und Rab11 nicht getroffen werden. Die konfokalen Bilder dienten des 
















Abb. 3.1: Kolokalisation von Rab4, -8 und -11 mit SI und LPH in COS-1-Zellen 
48 Stunden nach Kotransfektion wurden die Zellen 4 Stunden bei 20 °C inkubiert, um die 
Vesikel im TGN anzusammeln. Es erfolgte eine zehnminütige Inkubation bei 37 °C, um die 
Vesikel aus dem TGN zu entlassen.  
A) Transfektion der Wildtypvarianten von Rab4, -8 und 11 mit SI und LPH 
B) Transfektion der dominant-negativen Varianten mit SI und LPH 
Die Darstellung von SI und LPH erfolgt in rot, die der Rab-Proteine in grün. Pfeile sowie 
gelbe Bereiche kennzeichnen Kolokalisationen. Der Größenbalken entspricht einer Länge 




3.4.2 Intrazelluläre Lokalisation von endogenen Rab-Proteinen in mit SI-YFP 
oder LPHmyc transfizierten COS-1-Zellen  
 
Mit Hilfe von Immunfluoreszenzanalysen sollte der Zusammenhang von 
endogenen Rab-Proteinen mit SI und LPH bestätigt werden. Dafür wurden auf 
Deckgläschen ausgesäte COS-1-Zellen nach der DEAE-Dextran-Methode mit SI-
YFP bzw. LPHmyc transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion erfolgte eine 
Immunfärbung mit spezifischen Primärantikörpern, gerichtet gegen Rab4, -8, -11 
bzw. den myc-tag. Die anschließende Färbung mit den fluoreszierenden 
Zweitantikörpern Alexa Fluor 633 und Alexa Fluor 488 ermöglichte die Analyse im 
konfokalen Lasermikroskop.  
Dies bestätigte die Daten der transienten Transfektionen der Expressionsvektoren 
der Rab-Proteine (Abb. 3.2). Es konnte für alle drei Rab-Proteine eine 
Kolokalisation mit sowohl der SI-YFP als auch der LPHmyc in vesikulären 
Strukturen detektiert werden. Diese wurde im übereinander gelegten Bild (merge) 






Abb. 3.2: Lokalisation von endogenen Rab-Proteinen in transfizierten COS-1-Zellen 
COS-1-Zellen wurden mit SI-YFP oder LPHmyc transfiziert und 48 Stunden nach 
Transfektion 4 Stunden lang bei 20 °C im TGN geblockt und für 10 min bei 37 °C aus dem 
TGN entlassen. Die Immunfluoreszenz erfolgte mit anti-Rab4, -8, -11 und -myc sowie den 
Zweitantikörpern Alexa Fluor 633 und 488. LPH und SI sind in rot dargestellt, Rab4, -8 
und -11 in grün. Das Zytofluorogramm zeigt die Häufigkeitsverteilung der Intensitätswerte 




3.4.3 Quantitative Auswertung der Kolokalisationsstudien  
 
Die quantitative Auswertung der konfokalmikroskopischen Aufnahmen von 
Abbildung 3.2 und 3.3 (Figur S1, Publikation 3) erfolgte mit der Leica-SP2-
Software. Mit Hilfe eines Zytofluorogramms wurde sie graphisch aufbereitet. Die 
Anzahl der Pixel der roten und grünen Intensitäten wurde dabei in einem 
zweidimensionalen Histogramm als Scattergram dargestellt, welches aus den 
beiden Detektionskanälen des konfokalen Mikroskops erzeugt wird. Dabei stellt 
jede Achse die Intensität der einzelnen Farbe (Kanäle) dar. Das kolokalisierte 
Areal wird durch die Region definiert, in der beide Kanäle über dem roten und 
grünen Schwellwert (threshold) liegen (siehe Methodenteil Abb.8.1).  
Für Abbildung 3.2 konnte in dieser Region eine teilweise vorhandene Überlappung 
der beiden Detektionskanäle für Rab4, -8 und -11 mit SI bzw. LPH der 
konfokalmikroskopischen Aufnahmen gezeigt werden. Der Bereich der 
Kolokalisation liegt auf der 45°-Achse des Diagramms (Abb.8.1). Die quantitative 
Auswertung dieses Bereiches zeigt eine Kolokalisation von ca. 34 % der LPH- und 
28 % SI-Proteinmenge mit 25 % der Gesamtproteinmenge von Rab8. Für Rab4 
und Rab11 hingegen ist eine geringere Kolokalisation zu detektieren. Rab4 zeigt 
eine Kolokalisation von 18 % der Gesamtproteinmenge von LPH mit 23 % des 
Rab4-Anteils, wohingegen nur 13 % des LPH-Proteinanteils mit 17 % Rab11 
kolokalisieren. Für SI konnte die quantitative Auswertung zeigen, dass 19 % SI-
Gesamtmenge mit 25 % Rab4 und 17 % Rab11 mit 14 % SI kolokalisieren.  
In Abbildung 3.3 ist das Zytofluorogramm von EEA1, Rab7 bzw. Lamp-1 und SI-
YFP bzw. LPHmyc (B) dargestellt. Die Darstellung zeigt eine deutliche Trennung 
der beiden Detektionskanäle. Der kolokalisierte Anteil zwischen den Proteinen 
liegt bei allen Aufnahmen unter 2,5 %. Diese Ergebnisse untermauern die 
biochemischen Daten der Publikation 3, Figur 5 (TGN-Exit). Bei EEA1 handelt es 
sich um einen spezifischen Marker für early endosomes, welche bei der 
Endozytose eine wichtige Rolle spielen. Lamp-1 und Rab7 wurden hier als Marker 
für LE und Lysosomen verwendet. Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl die SI 
als auch die LPH nicht in Kompartimenten der Endozytose und des degradativen 




Abb. 3.3: Subzelluläre Verteilung von SI-YFP und LPHmyc in COS-1-Zellen 
SI-YFP (A) und LPHmyc (B) wurden transient in COS-1-Zellen transfiziert und 48 Stunden 
nach Transfektion mit Antikörpern gegen EEA1, Rab7, lamp-1 und myc sowie den 
Zweitantikörpern Alexa Fluor 633 und 488 immungefärbt. Die quantitative Auswertung 
erfolgte mit Hilfe eines Zytofluorogramms (rechte Spalte). LPH und SI sind in rot 
dargestellt, die der übrigen endogenen Markerproteine in grün. n: Nukleus; Größenbalken: 
10 µm  
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3.4.4 Der Einfluss der Rab-Proteine auf den sekretorischen Transport von SI 
und LPH in COS-1-Zellen 
 
Um den Einfluss der dominant-negativen Mutanten von Rab4S22N, -8T22N und  
-11S25N auf den Transport der SI und LPH zu analysieren, wurde in diesem 
Experiment mit Hilfe radioaktiver L-[35S]-Methionin-Markierung eine 
Oberflächenimmunpräzipitation durchgeführt. 
Dazu wurden COS-1-Zellen mit dem jeweiligen Wildtyp oder der dominant-
negativen Mutante von Rab4, -8 oder -11 zusammen mit SI-WT / LPHmyc 
transfiziert.  
48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen für sechs Stunden mit L-[35S]-
Methionin inkubiert. Danach erfolgte eine Oberflächenimmunpräzipitation mit 
spezifischen Antikörpern gegen LPH und SI. Nach der Präzipitation der Proteine 
an der Oberfläche wurde eine weitere Immunpräzipitation mit dem Überstand 
durchgeführt. Dies ermöglichte die intrazellulär verbliebenen Proteine zu 
präzipitieren.  
Die Immunpräzipitate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit Hilfe eines 
Phosphoimagers und der GelPro-Analyzer-4.5-Software analysiert. 
Das Verhältnis von radioaktiv markiertem Protein an der Zelloberfläche zum 
intrazellulär verbliebenen Protein wurde quantifiziert und in Abb. 3.4 dargestellt. 
Verglichen wurde hierbei der prozentuale Proteinanteil von SI bzw. LPH an der 
Zelloberfläche von Rab-Wildtyp mit jenem von mit mutiertem Rab transfizierten 
Zellen. 
Es ist zu erkennen, dass die dominant-negativen Mutanten von Rab4 und Rab11 
keinen signifikanten Einfluss auf die Transportkinetik von LPH oder SI haben. Die 
Quantifizierung der Transfektion von Rab8T22N hingegen zeigt an der 




Abb. 3.4: Oberflächenimmunpräzipitation in COS-1-Zellen 
COS-1-Zellen wurden mit dem jeweiligen Rab-Wildtyp oder der dominant-negativen 
Mutante zusammen mit LPH bzw. SI transfiziert. Nach 48 Stunden wurde eine 
Oberflächenimmunpräzipitation durchgeführt. Die Zellen wurden dafür 6 Stunden lang mit 
L-[35S]-Methionin radioaktiv markiert. Mit mAb gegen LPH und SI erfolgte die 
Immunpräzipitation des Oberflächen-Anteils an LPH- und SI-Proteinen, sowie der 
verbliebenen Menge im Zellinnern. Dargestellt wurde die Relation des prozentualen 
Proteinanteils an der Oberfläche (Proteinanteil Oberfläche / (Proteinanteil 





3.4.5 Biochemische Transportanalysen von SI und LPH in MDCK-Zellen 
 
Mittels konfokaler Mikroskopie und biochemischen Analysen konnte in Publikation 
3 eine Kolokalisation von Rab4, -8 und -11 mit SI und LPH dargestellt werden. Im 
TGN-Exit-Experiment (Figur 5, Publikation 3) konnte die chronologische Abfolge 
der Lokalisation von Rab4, -8 und -11 mit LPH und SI gezeigt werden. Die 
Ergebnisse warfen die Frage auf, wann SAV und LAV die apikale Membran nach 
Verlassen des TGN erreichen. Für diese Analyse wurden 
Oberflächenimmunpräzipitationen nach vorangegangenem TGN-Block in stabil 
exprimierenden SI-YFP- und LPHpcDNA3-MDCK-Zellen durchgeführt. 
Stabil exprimierende SI-YFP- und LPHpcDNA3-MDCK-Zellen wurden vier 
Stunden lang mit L-[35S]-Methionin radioaktiv markiert, im TGN sechs Stunden 
geblockt und für die in Abb. 3.5 gezeigten Zeitpunkte bei 37 °C inkubiert, um den 
Vesikeln das Verlassen des TGN zu erlauben. Eine anschließende 
Oberflächenimmunpräzipitation ermöglichte die Bestimmung des Zeitpunkts, an 
dem radioaktiv markierte SI- und LPH-Proteine die apikale Membran erreichen. So 
gelangt die LPH 20 min nach Verlassen des TGN an die apikale Membran 
(Abb.3.5), wobei nach 20 min erst ein sehr geringer Anteil von SI die apikale 





Abb. 3.5: Oberflächenimmunpräzipitation stabiler MDCK-Zelllinien 
 
Stabil exprimierende SI-YFP- und LPHpcDNA3-MDCK-Zellen wurden fünf Tage nach 
Aussäen auf 6 well Filtereinsätzen eine Stunde in Methionin freiem Medium inkubiert, 
4 Stunden bei 37 °C mit L-[35S]-Methionin markiert und für weitere 6 Stunden bei 20 °C 
inkubiert. Die Zellen wurden anschließend für die angezeigten Zeitintervalle bei 37 °C 
erwärmt. Es folgte eine Oberflächenimmunpräzipitation von SI und LPH.  
A) Die Analyse der Immunpräzipitate erfolgte auf einem 6 % SDS-Polyacrylamidgel  
B) Quantitative Auswertung der Oberflächenimmunpräzipitation. Dargestellt ist der 
apikale Anteil des Proteins zu der Gesamtmenge des jeweiligen Proteins ((apikaler 
Proteinanteil + intrazellulär verbliebenes Protein) / intrazelluläres Protein), welcher nach 
bestimmten Zeitintervallen nach TGN-Exit die apikale Oberfläche erreicht. 
SIc komplex glykosylierte Form der SI; SIh: mannosereiche Form; LPHh: mannosereiche 




3.4.6 Quantitative Analyse des TGN-Exit-Experiments 
 
In diesem Abschnitt wurden die Ergebnisse des TGN-Exit-Experiments, Figur 5b, 
Publikation 3 densitometrisch quantifiziert. Zur Analyse wurde die GelPro-
Analyzer-4.5-Software verwendet.  
Das TGN-Exit-Experiment an sich sollte Aufschluss geben, ob Rab4, -8 und -11 in 
einer zeitlichen Abfolge mit SI bzw. LPH nach Verlassen des TGN assoziieren. 
Dafür wurden wie beschrieben (Publikation 3) stabil exprimierende SI-YFP- und 
LPHmyc-MDCK-Zellen vier Stunden bei 20 °C im TGN geblockt und für 
unterschiedliche Zeitpunkte bei 37 °C erwärmt, um den Austritt der Proteine aus 
dem TGN zuzulassen. Nach erfolgter Immunpräzipitation, SDS-PAGE und 
Western Blots mit spezifischen Antikörpern erfolgte die Analyse der Blots.  
Für die quantitative Analyse wurden für jedes Rab-Protein vier Experimente 
durchgeführt. In Abbildung 3.6 erfolgte die graphische Darstellung der ermittelten 
Daten für LAV (A) und SAV (B).  
Bei Betrachtung der Graphen kann man erkennen, dass auch hier eine 
chronologische Abfolge von SI und LPH mit Rab4, -8 und -11 zu erkennen ist. Der 
prozentuale Anteil von Rab4 ist vom Zeitpunkt 0-5 min, bezogen auf den 
gesamten Zeitverlauf, mit bis zu 32 % für SI und 28 % für LPH am höchsten. Rab8 
hingegen ist vom Zeitpunkt 2,5 min nach TGN-Exit bis 7,5 min nach Verlassen am 
höchsten und der prozentuale Anteil fällt deutlich bei 10 min ab. 
Rab11 ist in den ersten Minuten in nur sehr geringen Mengen (unter 4 %) in SAV 
und LAV vorhanden und steigt bei 5-10 min nach Verlassen des TGN deutlich an. 
Ab dem Zeitpunkt 15 min nach TGN-Exit ist Rab11 nur noch in geringfügigen 






Abb. 3.6: Quantitative Analyse des TGN-Exit-Experiments 
Die densitometrische Bestimmung von vier verschiedenen TGN-Exit-Experimenten für 
LAV und SAV erfolgte mit der GelPro-Analyzer-4.5-Software. Dargestellt wurde der 
prozentuale Anteil der Rab-Proteine bezogen auf den gesamten Zeitverlauf von 0-45 min. 
A) Darstellung von Rab4, -8 und -11 in LPH-tragenden Vesikeln, 





4. Übergreifende Diskussion 
 
In der hier vorliegenden Arbeit wurden als Modellsystem MDCK-Zellen verwendet, 
da sie wie Enterozyten polar aufgebaut sind und die beiden Modellproteine SI und 
LPH zu reifen Enzymen prozessieren können. Polare Zellen sind durch die 
Ausbildung zweier unterschiedlicher Domänen charakterisiert, welche sich deutlich 
in ihrer Lipid- und Proteinzusammensetzung unterscheiden. Der Aufbau und die 
Funktion der Plasmamembran werden über einen komplexen intrazellulären 
Transport von Glykoproteinen zu den spezifischen Organellen gewährleistet.  
Das Thema der vorliegenden Arbeit beschäftigte sich mit der Aufklärung einzelner 
Schritte im apikalen Proteintransport anhand von zwei Modellproteinen, der SI und 
der LPH. 
Dabei wurden zum einen neu identifizierte Proteine sowie zum anderen auch 
einzelne endosomale Kompartimente, welche im apikalen Transport eine Rolle 





Das TGN galt in früheren Studien als Sortierstelle neu synthetisierter 
sekretorischer Proteine. Bekannt ist, dass die Sortierung apikaler und 
basolateraler Proteine im TGN stattfindet, wobei heute nicht ausgeschlossen 
werden kann, dass ein Teil des Sortiermechanismus erst nach Verlassen des TGN 
abläuft (Rodriguez-Boulan und Nelson, 1989; Wandinger-Ness et al., 1990; Keller 
et al., 2001; Hua et al., 2006). Das Augenmerk dieser Arbeit liegt auf dem apikalen 
Transport und den zugrunde liegenden Sortier- und Transportmechanismen. 
Für den apikalen Transport werden von Jacob und Naim zwei unterschiedliche 
Wege postuliert. Sie demonstrierten, dass die beiden apikal sortierten 
Modellproteine LPH und SI das TGN in einer gemeinsamen Vesikelpopulation 
verlassen, sich dann in zwei unterschiedliche Populationen (SAV und LAV) 
aufteilen und entlang von Zytoskelettkomponenten zur apikalen Membran 
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transportiert werden (Jacob und Naim, 2001). Darüber hinaus wurde gezeigt, dass 
dies für die SI raft-assoziiert und für LPH nicht-raft-assoziiert erfolgt. 
Ein Teil der vorliegenden Arbeit beschäftigte sich mit der Frage, ob die beiden 
Modellproteine auf dem Weg vom TGN zur apikalen Membran endosomale 
Kompartimente durchqueren. Sie zeichnen sich durch spezifische Markerproteine 
aus, zu welchen u.a. die Rab-GTPasen zählen. Rab-Proteine besitzen eine 
charakteristische Lokalisation und sind in allen Kompartimenten und Organellen 
zu finden. Sie binden reversibel über Lipidanker an die zytosolische Seite von 
intrazellulären Membranen und rekrutieren spezifische Effektorproteine, über die 
sie die Bildung, den Transport und die Fusion von Vesikeln beeinflussen (Zerial 
und Stenmark, 1993; Ali und Seabra, 2005; Schwartz et al., 2007). 
 
In der vorliegenden Arbeit konnten mittels konfokalmikroskopischer Analysen 
Kolokalisationen von Rab4, -8 und -11 sowohl mit der raft-assoziierten SI als auch 
der nicht-raft-assoziierten LPH detektiert werden. Dies konnte sowohl in nicht-
polarisierten COS-1- als auch polarisierten MDCK-Zellen beobachtet werden.  
 
Studien in MDCK-Zellen zeigen für Rab8 eine perinukleäre und basolaterale 
Lokalisation (Huber et al., 1993b; Ren et al., 1996; Ang et al., 2003). Nähere 
Untersuchungen weisen darauf hin, dass es sich nur im geringen Maße um eine 
Lokalisation von Rab8 in Golgi-Zisternen handelt. Vielmehr geht man bei der 
perinukleären Lokalisation von common recycling endosomes (CRE) aus, da in 
der Immunfluoreszenz eine Kolokalisation von Rab8 mit in RE akkumuliertem 
Transferrin-Rezeptor nachgewiesen wurde (Ang et al., 2003). 
Rab11a ist im Golgi-Apparat, TGN sowie in RE in nicht-polarisierten Zellen und in 
polarisierten Zellen ausschließlich in RE lokalisiert (Lapierre et al., 2003).  
Rab4 befindet sich in MDCK-Zellen im Golgi-Apparat, EE und CE (van der Sluijs 
et al., 2001; Mohrmann et al., 2002a). 
Diese Lokalisationen lassen den Schluss zu, dass unterschiedliche endosomale 
Kompartimente eine Rolle im Transport von SI und LPH spielen könnten. 
Mittels biochemischer Analysen sollten die konfokalmikroskopischen Ergebnisse 
verifiziert werden. Die Immunpräzipitationen von SI- und LPH-tragenden Vesikeln 
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bestätigten die vorangegangenen Studien zur Kolokalisation. Rab4, -8 und -11 
konnten hier in immunpräzipitierten SAV und LAV identifiziert werden. 
Mit Hilfe einer Inkubation von MDCK-Zellen bei 20 °C, welche eine Entlassung neu 
synthetisierter Proteine aus dem TGN verhindert und dem darauf folgenden TGN-
Exit bei 37 °C wurde untersucht, ob eine zeitlichen Abfolge von SAV und LAV bei 
der Passage von Rab4-, -8- und -11-positiven Kompartimenten vorhanden ist. 
Die Studien wiesen darauf hin, dass die SI und LPH erst nach Verlassen des TGN 
mit Rab8 und -11 kolokalisiert sind. Dies lässt sich daraus schließen, dass der 
verwendete TGN-Marker p230 zu diesen Zeitpunkten nicht in den 
immunpräzipitierten Vesikeln zu finden ist. Für Rab4 hingegen ist nicht klar, ob es 
mit dem TGN assoziiert ist und zusammen mit der SI und LPH das TGN verlässt, 
da es bei Zeitpunkt 0 in SAV und LAV gemeinsam mit p230 zu finden ist oder ob 
es nach dem TGN lokalisiert ist. Um die Lokalisation von Rab4 zu klären, sind 
weitere Experimente erforderlich. 
Zudem zeigten die Experimente, dass SAV und LAV für die ersten Minuten erst 
ein Rab4-, dann ein Rab8- und nach 7,5-10 min ein Rab11-positives 
Kompartiment durchqueren. Interessant hierbei ist die gleiche chronologische 
Abfolge für die einzelnen Rab-Proteine bei LAV und SAV. Diese Ergebnisse 
konnten zudem durch eine quantitative Analyse verifiziert werden.  
Dies lässt die Hypothese zu, dass sowohl common endosomes als auch apical 
recycling endosomes durchquert werden könnten.  
 
Die chronologische Abfolge deutet darauf hin, dass SI und LPH nach Verlassen 
des TGN gemeinsam endosomale Kompartimente durchqueren und erst 
nachfolgend in diesen eine Auftrennung in SAV und LAV erfolgt. Untermauert wird 
dies durch die konfokalmikroskopischen Beobachtungen der Dreifach-Transfektion 
in COS-1-Zellen. Hier wurde gezeigt, dass SI und LPH in gemeinsamen Vesikeln 
mit Rab4, -8 oder -11 assoziiert sind. Frühere Studien zeigten, dass eine 
Auftrennung in SAV und LAV in den unpolaren COS-1-Zellen erst 10 Minuten 
nach Verlassen des TGN erfolgt (Jacob und Naim, 2001). 
 
Die Tatsache, dass es sich bei der LPH um ein nicht-raft-assoziiertes und bei der 
SI um ein raft-assoziiertes Protein handelt, steht dazu in keinem Widerspruch. So 
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zeigten Jacob und Naim, dass SI und LPH beim Austritt aus dem TGN zwar in 
gemeinsamen Transportbehältern, jedoch in spezifischen Membrandomänen 
lokalisiert sind und sich aus diesen abknospen (Jacob und Naim, 2001). Hierbei 
handelt es sich bei der SI um spezifische lipidreiche Domänen.  
Es besteht die Hypothese, dass lipid rafts im TGN mit ihren Proteinen so genannte 
Sortierplattformen bilden, sich abknospen und ihre Proteine apikal transportieren. 
Rafts sind dabei nicht nur im TGN, sondern auch in recycling endosomes sowie an 
der Plasmamembran zu finden (Gagescu et al., 2000; Mobius et al., 2003). SI und 
LPH könnten somit im TGN in für sie spezifische Membranbereiche innerhalb 
einer Vesikelpopulation sortiert werden, das TGN gemeinsam verlassen und sich 
dann in raft- oder nicht-raft-abhängige Vesikelpopulationen auftrennen. Auf zwei 
unterschiedlichen Wegen erreichen sie dann ihre Zielmembran (Jacob und Naim, 
2001; Jacob et al., 2003). 
 
Neben der Identifizierung einzelner endosomaler Kompartimente stellte sich die 
Frage nach dem Einfluss der hier verwendeten Rab-Proteine auf den Transport 
von SI und LPH.  
Die erste Funktion von Rab8 wurde im Vesikeltransport vom TGN zur 
basolateralen Membran beschrieben (Huber et al., 1993b). So inhibierten Rab8-
spezifischen Peptide den basolateralen Transport von VSV-G. In Neuronen spielt 
Rab8 ebenfalls eine Rolle beim Transport zur dendritischen Membran, welche mit 
der basolateralen Membran gleichgesetzt werden kann. Reprimiert man Rab8 mit 
Hilfe spezifischer antisense-Oligonukleotide, so ist der dendritische Transport 
viraler Glykoproteine selektiv inhibiert. Diese Studien wurden sowohl in 
entwickelten als auch in sich entwickelnden Neuronen durchgeführt (Huber et al., 
1993a; Huber et al., 1995). In MDCK-Zellen konnte die Rolle von Rab8 im 
basolateralen Transport spezifiziert werden. Rab8 reguliert selektiv den AP-1B-
abhängigen Transport und nicht, wie zunächst angenommen, den gesamten 
basolateralen Transport (Ang et al., 2003). In unpolarisierten Fibroblasten-Zellen 
ist Rab8 ebenfalls am gerichteten Transport von VSV-G beteiligt (Peranen et al., 
1996). 
Rab11 ist an der Regulation des intrazellulären Transports der basolateral 
sortierten Proteine VSV-G und Ecadherin vom trans-Golgi-Netzwerk zur 
Diskussion 
68 
Plasmamembran beteiligt (Chen et al., 1998; Calhoun et al., 1998; Lock und Stow, 
2005). Darüber hinaus führten die Ergebnisse von Wilcke et al. zu der Hypothese, 
dass Rab11A in der Regulation des endosomalen Recyclings als Sortierprotein 
eine Rolle spielt (Wilcke et al., 2000). Die Überexpression der dominant-negativen 
Mutante von Rab11A führte zu einer Akkumulation von TGN38 in RE und zur 
Inhibition des endosomalen Recyclings von TGN38, das zwischen dem TGN und 
der Plasmamembran zirkuliert.  
Rab4 spielt eine wichtige Rolle in den Prozessen der Endozytose, indem es den 
Transport des Transferrin-Rezeptors von den common endosomes zur apikalen 
Membran kontrolliert (Mohrmann et al., 2002b). Die Aufgabe von Rab4 in der 
Exozytose ist weitgehend unerforscht. 
 
Um die Funktion der Rab-Proteine im apikalen Transport von SI und LPH 
aufzuklären, wurden biochemische Studien mit Hilfe von siRNA und den dominant-
negativen Rab-Mutanten durchgeführt. Die Ergebnisse weisen auf eine Rolle von 
Rab8 im apikalen Transport hin. In den Experimenten konnte eine Reduzierung 
des SI- und LPH-Anteils an der apikalen Membran in MDCK-Zellen bzw. an der 
Plasmamembran in COS-1-Zellen gezeigt werden. Studien in MDCK-Zellen 
konnten bisher nur eine Funktion von Rab8 im basolateralen Transport zeigen. In 
jüngsten Studien mit knock-out Mäusen konnte erstmals eine Rolle von Rab8 im 
apikalen Transport belegt werden (Sato et al., 2007).  
Diskutieren lässt sich der Effekt der dominant-negativen Mutante sowie der 
siRNA-Ergebnisse. Betrachtet man die Auswirkung auf den Transport, so könnte 
man darauf schließen, dass Rab8 nicht unbedingt für den apikalen Versand 
notwendig ist, da noch ein großer Anteil von SI und LPH an die apikale Membran 
von MDCK-Zellen bzw. an die Plasmamembran von COS-1-Zellen gelangt. 
Frühere Studien weisen ebenfalls nur geringe Effekte der dominant-negativen 
Mutanten und siRNA-Transportstudien von Rab8 auf (Peranen et al., 1996; 
Schuck et al., 2007). Zurzeit haben verschiedene Hypothesen zur Rolle der Rab-
Proteine bestand. Zum einen geht man davon aus, dass Rab-Proteine sich 
untereinander in ihren Aufgaben ersetzen können und somit austauschbar sein 
könnten (Nuoffer et al., 1994; Barral et al., 2002; Schluter et al., 2004). Eine 
weitere Theorie lautet, dass sie parallel beim Transport und der Sortierung agieren 
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können. Studien von Schuck beweisen, dass die einzelne Transfektion von Rab8- 
oder Rab10-siRNA zu einer vergleichsweise geringen Fehlsortierungsrate (ca. 
30 %) von VSV-G an die apikale Membran führten, wohingegen die gemeinsame 
Repression von Rab8 und Rab10 einen deutlicheren Effekt (40-45 %) auf die 
Sortierung hatte. Dies lässt den Schluss zu, dass beide Rab-Proteine eine 
ähnliche Funktion aufweisen und miteinander kooperieren könnten. Rab8 und 
Rab10 gehören zu einer gemeinsamen Superfamilie, zu denen auch Rab13 zählt. 
Diese Superfamilie zeigt die größte Homologie zu Sec4 (Chavrier et al., 1993; 
Pereira-Leal und Seabra, 2001). Sec4 besitzt unterschiedliche Funktionen beim 
Transport vom TGN zur Membran (Salminen und Novick, 1987; Walworth et al., 
1992). In höheren Organismen könnten nun mehrere Rab-Proteine die Rolle von 
Sec4 übernehmen, wozu Rab8 und Rab10 zählen würden. 
 
Die für Rab4 und Rab11 durchgeführten Oberflächenimmunpräzipitationen 
konnten keinen signifikanten Einfluss auf den Transport und die Sortierung von SI 
und LPH zeigen. Das bedeutet, dass sie zwar in SAV und LAV zu finden sind, 




Komponenten des apikalen Transports 
 
Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle beim gerichteten Proteintransport. Für die 
Sortierung basolateraler Proteine sind so genannte Adapterproteine zuständig 
(Matter et al., 1992; Thomas et al., 1993; Matter und Mellman, 1994; Monlauzeur 
et al., 1995; Bonifacino und Dell'Angelica, 1999; Simmen et al., 2002) Für den 
gerichteten Transport zu den Lysosomen ist der Mannose-6-Phosphat-Rezeptor 
essentiell (Griffiths et al., 1988).  
Es wurden bisher einige Rezeptoren diskutiert, die an der Sortierung apikaler 
Proteine beteiligt sein könnten. Hierbei wurden zuckerbindende Rezeptoren 
postuliert, die im apikalen Transport eine Rolle spielen und direkt mit Zuckerresten 
von Glykoproteinen interagieren (Fiedler und Simons, 1995; Yeaman et al., 1997; 
Alfalah et al., 1999). Das Lektin VIP36 (vesicular integral protein) konnte in DRM 
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(detergent resistance membranes) identifiziert werden und galt als erster 
potentieller Rezeptor für den apikalen Transport (Fiedler et al., 1994). Es konnte 
jedoch gezeigt werden, dass die subzelluläre Lokalisation durch eine 
Überexpression bedingt wurde. Endogenes VIP36 ist im cis-Golgi zu finden und 
spielt eine Rolle im frühen Transport zwischen ER und GA, jedoch nicht als 
essentieller Sortierungsrezeptor beim Transport vom TGN zur Plasmamembran 
(Fullekrug et al., 1999). Ein weiterer Kandidat, der im Transport von raft-
assoziierten GPI-verankerten Proteinen involviert ist, ist das MAL-Protein. Wie 
frühere Studien gezeigt haben, spielt MAL im apikalen Transport vom raft-
assoziierten HA eine entscheidende Rolle (Puertollano et al., 1999; Martin-
Belmonte et al., 2000). So führt die Reduzierung von MAL, mit Hilfe spezifischer 
antisense-Oligonukleotide, zu einer basolateralen Fehlsortierung von HA, die 
Lokalisation von HA an der apikalen Membran und in rafts deutlich verringert wird 
(Puertollano et al., 1999). 
Darüber hinaus wurde eine neue Familie der Lektine identifiziert, die eine Rolle im 
apikalen Transport aufweist. Hierbei handelt es sich um die Familie der Galektine. 
Galektin-4 konnte als Lektin identifiziert werden, welches in HT-29-Zellen und in 
den Enterozyten des Schweinedarms mit lipid rafts assoziiert ist (Danielsen und 
van Deurs, 1997; Delacour et al., 2005). Die Reduzierung der Galektin-4-
Expression beeinträchtigte sowohl die Bildung von rafts als auch den apikalen 






Bei der Analyse von SI- und LPH-tragenden Vesikeln konnte Galektin-3 als Lektin 
in LPH-tragenden Vesikeln identifiziert werden. Neben der Analyse mittels 2D-
Gelektrophorese und MALDI-TOF-Analysen wurden diese Ergebnisse durch die 
konfokale Lasermikroskopie und Elektronenmikroskopie verifiziert. Es handelt sich 
bei Galektin-3 um ein Protein, welches einen unkonventionellen Transportweg 
einschlägt. Galektin-3 konnte neben einer zytoplasmatischen Lokalisation in 
intrazellulären post-Golgi-Strukturen identifiziert werden. Es stellte sich die Frage, 
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wann die Assoziation von Galektin-3 mit LAV erfolgt. Hier wurde gezeigt, dass 
Galektin-3 10 min nach Verlassen der LPH aus dem TGN mit LAV fusioniert. 
Darüber hinaus konnte die direkte, Glukose-abhängige Interaktion von Galektin-3 
mit LPH, p75NTR und pg114 nachgewiesen werden. Des Weiteren zeigte die 
Verringerung der Genexpression von Galektin3 eine Fehlsortierung von LPH, 
pg114 und p75 von der apikalen zur basolateralen Membran. Dies lässt den 
Schluss zu, dass Galektin-3 eine wichtige Rolle im Sortierprozess von raft-
unabhängig transportierten Proteinen spielt. Galektin-3 könnte als apikaler 
Sortierrezeptor fungieren, der nicht-raft-assoziierte Proteine in apikale post-Golgi-
Vesikel sortiert.  
 
 
Abb. 4.1: Modelle für den Sortierprozess von Galektin-3 in Epithelzellen 
A) Oligomerisiertes Galektin-3 sorgt als Lektin für die Akkumulation von 
membrangebundenen und löslichen Proteinen. Dadurch wird die Membrankrümmung 
induziert und das Vesikel kann sich abschnüren. 
B) Transmembranrezeptoren clustern mit Galektin-3 und induzieren die Bildung eines 
Vesikel-Mantels (coat). Dieser coat führt ebenfalls zur Membrankrümmung und der 
Abschnürung des Vesikels. 





Die Tatsache, dass Galektin-3 LAV-spezifisch ist und mit der LPH 10 min nach 
Verlassen des TGN assoziiert, lässt zusammen mit der Beobachtung, dass LAV in 
den ersten 10 min endosomale Rab4-, -8- und -11-positive Kompartimente 
durchqueren (Publikation 3), die Vermutung zu, dass Galektin-3 an dem 
Herauslösen von LPH aus der gemeinsamen Vesikelpopulation beteiligt sein 
könnte. Galektin-3 unterscheidet sich von den übrigen Galektinen dadurch, dass 
es in der Lage ist, multimere Komplexe auszubilden (Barondes et al., 1994; Hikita 
et al., 2000). Die Oligomerisierung von Polypeptiden in so genannte cluster spielt 
für den apikalen Transport eine wichtige Rolle und ist an der Ausbildung apikaler 
Vesikel beteiligt. (Paladino et al., 2004). Delacour et al. konnten in 
weiterführenden Studien zeigen, dass die Ausbildung von multimeren Komplexen 
von Galektin-3 für den apikalen Transport nicht-raft-assoziierter Proteine essentiell 
ist (Delacour et al., 2007). Das Modell in Abbildung 4.1 beschreibt zwei 
unterschiedliche Theorien der Vesikelausbildung, an der Galektin-3 beteiligt sein 
könnte. Zum einen könnte oligomerisiertes Galektin-3 für eine Akkumulation von 
membrangebundenen und löslichen Proteinen sorgen. Diese Akkumulation würde 
die Membrankrümmung induzieren, welche die Abschnürung des Vesikels von der 
Donormembran und den Transport zur Akzeptormembran zur Folge hätte (Abb. 
4.1A). Abbildung 4.1B beschreibt die zweite Möglichkeit der Vesikelausbildung 
unter Beteiligung von Galektin-3. Um ein Transportvesikel herzustellen, binden 
Hüllproteine (coat-Proteine) an die Donormembran und deformieren die Membran 
derart, dass sich eine Knospe ausbildet. Die zu transportierende Proteine werden 
dann spezifisch in die entstehenden Vesikel aufgenommen. Galektin-3 clustert in 
diesem Fall mit Transmembranrezeptoren und löslichen Proteinen (Abb.4.1B), 
welche wiederum mit spezifischen Hüllproteinen Komplexe ausbilden (Ausbildung 
eines Vesikelmantels). Dieser Vesikelmantel führt zur Krümmung der Membran, 





In der hier vorliegenden Studie konnte ein weiteres Protein identifiziert werden, 
welches die bisherigen Resultate zweier unterschiedlicher Transportwege von SI 
und LPH untermauert.  
Es wurde eine spezifische Assoziation von ALPK-1 mit immunpräzipitierten SAV 
jedoch nicht mit LAV gezeigt. Bei der Alpha-Kinase 1 handelt es sich um ein 
bisher wenig bekanntes Protein, welches zu der erst vor einigen Jahren 
entdeckten Familie der Alpha-Kinasen zählt.  
Neben der ALPK-1 konnte vor kurzem eine weitere Alpha-Kinase identifiziert 
werden, die in Golgi-ähnlichen Strukturen von Dictyostelium nachgewiesen wurde. 
Die katalytische Domäne dieser Von-Willebrand-Faktor A- (VwkA-) Kinase liegt, 
ebenso wie bei ALPK-1, im C-Terminus (Betapudi et al., 2005). 
Die Assoziation von ALPK-1 mit SI-positiven vesikulären Strukturen konnte in 
konfokalmikroskopischen Analysen bestätigt werden.  
Alpha-Kinasen besitzen charakteristische Merkmale, durch die sie sich von 
anderen konventionellen Kinasen unterscheiden. In der hier vorliegenden Arbeit 
wurde eine Insensitivität gegenüber Staurosporin nachgewiesen, durch welche 
sich Alpha-Kinasen deutlich von den konventionellen Kinasen abgrenzen. Bei 
Staurosporin handelt es sich um einen wirkungsvollen Inhibitor der Klasse der 
Adenosintriphosphat- (ATP-) abhängigen Proteinkinasen.  
Proteinkinasen modifizieren andere Proteine, indem sie bestimmte Aminosäuren 
auf deren Oberfläche mit einer Phosphatgruppe verknüpfen. Diese eingeführte 
Phosphatgruppe verändert die biologischen Eigenschaften dieser Proteine, 
wodurch sowohl die Enzymaktivität als auch die Bindung an andere regulatorische 
Moleküle reguliert werden können.  
In dieser Studie wurde gezeigt, dass es sich bei ALPK-1 um eine Kinase handelt, 
welche in der Lage ist, Myosin 1a zu phosphorylieren. Das Motorprotein Myosin 1a 
wurde zuvor schon als Komponente des Transports der SI identifiziert (Jacob et 
al., 2003; Jacob et al., 2004). Die Assoziation von ALPK-1 mit Myosin 1a konnte 
darüber hinaus in konfokalmikroskopischen Analysen verifiziert werden.  
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Bekannt ist, dass die Funktion von Myosin-Motorproteinen durch Phosphorylierung 
beeinflusst werden kann (Zot et al., 1992; Swanljung-Collins und Collins, 1992; 
Egelhoff et al., 1993; Wilkinson et al., 2005).  
Dies konnte für das Modellsystem der SI näher charakterisiert werden. Die Rolle 
der ALPK-1 beim Transport von SI im Zusammenhang mit Myosin 1a wurde dabei 
in biochemischen Analysen näher untersucht. Die Herunterregulierung der ALPK-
1-Genexpression mit Hilfe von siRNA führte zu einer Reduzierung des 
phosphorylierten Myosin 1a-Anteils in SAV, wodurch die Transporteffizienz der SI 
zur apikalen Membran verringert wurde. Beobachtet wurde dabei, dass es zu 
keiner Fehlsortierung an die basolaterale Membran gekommen ist. Das legt den 
Schluss nahe, dass die ALPK-1 keine Rolle im Sortierprozess sondern im 
Transportmechanismus spielt.  
Neben der ALPK-1 ist eine weitere Kinase bekannt, die eine Rolle im 
Proteintransport spielt. Es handelt sich dabei um die TRPM-7 / ChK1-Kinase, 
welche in der Lage ist, Annexin-1 zu phosphorylieren. Annexin-1 spielt 
insbesondere als Verbindungsmolekül mit anderen Proteinen und Membranen 
eine Rolle im Proteintransport (Dorovkov und Ryazanov, 2004).  
Die Identifizierung von ALPK-1 in SAV 20 min nach Verlassen des TGN 
zusammen mit der Beobachtung, dass Annexin A2 20 min nach TGN-Exit mit SAV 
assoziiert (Jacob et al., 2004) unterstützt neben den hier gezeigten Ergebnissen, 
dass SI und LPH sich erst in einem endosomalen Kompartiment auftrennen und 
















Für die genauere Identifizierung des Kompartiments, in welchem die Auftrennung 
in SAV und LAV erfolgt, könnten Studien mit dem Transferrin-Rezeptor als auch 
dem pIgA-Rezeptor weitere Hinweise geben. Epithelzellen besitzen, wie schon 
beschrieben, zwei unterschiedliche Arten von recycling endosomes. Die common 
recycling endosomes (CRE oder auch CE genannt), welche als Hauptsortierort für 
apikale und basolaterale Proteine gelten, und die ARE, welche im Transport apikal 
orientierter Proteine, z.B. des pIgA-Rezeptor eine Rolle spielen. Der Transferrin-
Rezeptor (TfR) gelangt über BEE zu den CE, und vermutlich über weitere 
Endosomen, die AEE, an die Zelloberfläche. Der pIgA-Rezeptor (pIgAR) hingegen 
wird über BEE und CE zu den ARE an die apikale Membran transportiert. In den 
CE treffen somit endozytiertes IgA und Transferrin von der apikalen oder 
basolateralen Membran aufeinander und werden von dort weiter sortiert. Darüber 
hinaus sind Rab11 und Myosin Vb mit ARE assoziiert und nicht mit den 
Transferrin-rezyklierenden CE.  
Jedoch wird zur Zeit auch diskutiert, ob es sich bei CE und ARE nicht um ein 
einzelnes tubuläres und in unterschiedliche Domänen unterteiltes Kompartiment 
handelt (Futter et al., 1998; Verges et al., 1999; Somsel und Wandinger-Ness, 
2000). Ultrastrukturelle Studien könnten hier Aufschluss geben. 
 
Die genauere Identifizierung des endosomalen Kompartiments, in dem ALPK-1 mit 
SI und Galektin-3 mit LPH assoziiert, wird, neben der Identifizierung weiterer 
Proteinkomponenten im gerichteten apikalen Transport, Gegenstand künftiger 






Gegenstand dieser Dissertation war zum einen die Identifizierung von Proteinen, 
welche für den Transport apikal sortierter Proteine, wie der Laktase-Phlorizin-
Hydrolase und der Saccharase-Isomaltase, essentiell sind. Zum anderen galt das 
Hauptaugenmerk der Charakterisierung endosomaler Kompartimente im 
gerichteten apikalen Proteintransport.  
Im Gegensatz zur LPH basiert der apikale Sortiervorgang der SI auf ihrer 
Assoziation mit Sphingolipid und Cholesterol-reichen Membranmikrodomänen 
(raft-abhängiger Transport). Es konnte in früheren Studien gezeigt werden, dass 
für SI und LPH zwei unterschiedliche Vesikelpopulationen im apikalen Transport 
existieren (Jacob und Naim 2001). Die SI und LPH verlassen das TGN hierbei in 
einer gemeinsamen Vesikelpopulation und trennen sich nach dem TGN-Exit in 
SAV und LAV auf. Entlang der für sie spezifischen Zytoskelettkomponenten 
gelangen sie dann an die apikale Membran.  
In Rahmen dieser Arbeit konnten zwei Proteine identifiziert werden, die einen 
Einfluss auf den Transport der SI bzw. der Sortierung der LPH haben. ALPK-1 
konnte einzig in SI- und Galektin-3 spezifisch in LPH-tragenden Vesikeln isoliert 
werden. Die Unterdrückung der Galektin-3-Expression führte zu einer 
Fehlsortierung der LPH von der apikalen zur basolateralen Membran (Delacour et 
al., 2006).  
Die Reduzierung der ALPK-1-Expression auf der anderen Seite zeigte einen 
Einfluss auf die Transportkinetik der SI und reduzierte den Transport der SI an die 
apikale Membran. Des Weiteren konnte ALPK-1 als eine Kinase identifiziert 
werden, die das Motorprotein Myosin 1a phosphoryliert (Jacob et al., 2003; Heine 
et al., 2005). 
Die Studien zur Charakterisierung endosomaler Kompartimente wurden mit Hilfe 
der Proteine Rab4, -8 und -11 durchgeführt. Diese zeigten, dass der Transport 
vom TGN zur Plasmamembran sowohl für die SI als auch die LPH über Rab4-, -8- 
und -11-positive endosomale Kompartimente verläuft. Die chronologische Abfolge 
der Assoziation von SI und LPH nach TGN-Exit mit Rab4, -8 und -11 sowie die 
konfokalmikroskopischen Analysen lassen den Rückschluss zu, dass SI und LPH 
gemeinsam diese Kompartimente durchlaufen und ihre Auftrennung in SAV und 
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LAV erst dort erfolgt. Bei der Auftrennung nicht-raft-assoziierter Proteine spielt das 
Lektin Galektin-3 eine zentrale Rolle. Zudem konnte durch siRNA-vermittelte 
Genrepression von Rab8 ein Einfluss auf die Transportkinetik von SI und LPH 
gezeigt werden. In diesen Versuchen kam es zu einer Reduzierung des Anteils 




The content of this study was on one hand the identification of proteins which are 
essential for the transport of apically sorted proteins. On the other hand, the emphasis 
was laid on the characterization of endosomal compartments in apical transport. 
Therefore, two model proteins were used, the sucrase-isomaltase and lactase-
phlorizin-hydrolase.  
In contrast to LPH, SI associates on the passage to the apical membrane with 
sphingolipid and cholesterol enriched lipid microdomains or lipid rafts. It had already 
been demonstrated that SI and LPH exit the TGN in one vesicle population, followed 
by the segregation into two different populations after TGN-release (Jacob und Naim 
2001). Then, they are transported along specific cytoskeletal components to the 
plasma membrane. 
In the present work two proteins were identified which play a role in the transport of SI 
or in apical sorting of LPH. ALPK-1 was identified in immunoisolated SI-associated 
vesicles, while galectin-3 was isolated from LPH-associated vesicles. Knockdown of 
galectin-3 had a significant influence on the sorting of non raft associated membrane 
proteins. In the absence of galectin-3 these apical glycoproteins were missorted from 
the apical to the basolateral membrane (Delacour et al., 2006).  
Moreover, the specific reduction of ALPK-1 expression had a strong influence on the 
intracellular trafficking of SI and results in a significant decrease in the apical delivery 
of this enzyme. Furthermore, ALPK-1 was identified as a kinase which is able to 
phosphorylate the motor protein myosin 1a (Jacob et al., 2003; Heine et al., 2005).  
Studies to characterize endosomal compartments were performed with Rab4, -8 and  
-11 proteins as endosomal markers. The investigations have shown that SI and LPH 
traverse through Rab4, -8 and -11 positive endosomes before they reach the apical 
surface. Knockdown of Rab8 has shown a significant influence on the transport 
kinetics of SI and LPH. In these experiments the transport of SI and LPH to the apical 
membrane was reduced, thereby indicating that Rab8 regulates post Golgi trafficking 
of apical glycoproteins. Based on the chronology in monitoring SI and LPH positive 
vesicles after TGN-release combined with confocal microscopy studies, we came to 
the conclusion that both hydrolases traverse these compartments together, while their 
separation takes place thereafter. A central role in this endosomal separation 
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Fig. 1a-c: Confocal analysis of Rab4, -8 and -11 and LPH or SI in transiently 
transfected COS-1 cells 
COS-1 cells were triple-transfected with Rab4WT- (A), Rab8WT- (B) or Rab11WT-Dsred (C) 
and SI-YFP or LPH-CFP. 48 h after transfection the cells were incubated for 4 h at 20 °C 
to accumulate proteins in the Golgi apparatus followed by a TGN-release at 37 °C for 
10 min. After fixation the cells were analyzed by confocal microscopy. Arrowheads depict 




Fig. 1d-e: Confocal analysis of Rab4, -8 and -11 and LPH or SI in transiently 
transfected COS-1 cells 
Cells co-expressing dominant negative Rab mutants or Rab wild type were fixed 10 min 
after TGN-release and LPH- (D) or SI-positive (E) post-TGN carriers were counted from 





Fig. 2: Confocal analysis of MDCK-LPHmyc or MDCK-SIYFP cells transfected with wild type and 
dominant negative variants of Rab4, -8 or -11-CFP 
MDCK-SI-YFP and LPHmyc cells were grown on transmembrane filters and transfected 2 h after 
seeding with Rab4WT-, Rab8WT-, Rab11WT-, Rab4S22N-, Rab8T22N- or Rab11S25N-CFP. Five minutes 
following TGN-release polarized cells were scanned by confocal microscopy just beneath the apical 
membrane in xy-view or in xz-view. SI and LPH are shown in red, Rabs are depicted in green. Arrows 







Fig. 3: Impact of siRNA mediated Rab4, -8 or -11 depletion on apical trafficking of 
LPH or SI 
MDCK-LPH (A, B, C) and MDCK-SI (D, E, F) cells were grown on transmembrane filters 
and biosynthetically labeled with 35S-methionine for 6 h in the presence or absence of 
Rab-specific RNAi. Cell surface immunoprecipitation of LPH or SI from the apical (a) or 
basolateral (b) membranes (surface) was performed with the corresponding antibodies and 
cytosolic LPH or SI was precipitated from the remaining cell lysates for comparison (A, D). 
The immunoprecipitates were subjected to SDS-PAGE followed by phosphoimager 
analysis. For each experiment 30 µl of cell lysates from Rab-depleted or control cells were 
analyzed by western blotting with mAb anti-tubulin or specific anti-Rab antibodies (B, E).  
High-mannose (LPHH, SIH) or complex glycosylated forms (LPHc, SIc) are indicated. LPHm, 
mature form of LPH. The proportions of SI and LPH from four independent experiments 
were quantified (C, F). G. MDCK-SI-YFP and MDCK-LPHmyc cells were grown on 
coverslips for 5 days, fixed and stained for immunofluorescence with pAb anti 
Rab11 / Alexa Fluor 488 (green) and mAb anti myc / Alexa Fluor 633(red) for LPH. SI (red) 




Fig. 4: Fractionation of cellular organelles from MDCK cells after TGN-release 
For a TGN accumulation of newly synthesized material MDCK cells were incubated at 
20 °C for 4 h followed by a TGN-release at 37 °C for 10 min. Cellular homogenates were 
separated by density gradient centrifugation. 1 ml fractions were collected from the 
bottom (2 M) to the top (0,8 M) of a sucrose gradient, loaded on SDS-PAGE and the 
blotted filter was stained with antibodies directed against SI, LPH, Rab4, -7, -8, -11, PDI, 




Fig. 5: Identification of Rab-proteins on immunoisolated apical vesicles after 
different times of TGN-release 
Newly synthesized material was accumulated in MDCK, MDCK-LPHmyc and MDCK-SI-
YFP cells followed by a release at 37 °C for 5 min (A) or for distinct time intervals (B). Cell 
homogenates were loaded onto a step sucrose gradient and post-TGN vesicles were 
immunoisolated with mAb anti-myc (LAV) or anti-GFP (SAV). The immunoprecipitates 
were separated by SDS-PAGE and labeled with different antibodies by immunoblot. 




Fig. 6: 10 min following TGN-release neither the TGN nor early or late endosomes 
are co-stained by LPH or SI in polarized cells 
MDCK-LPHmyc or MDCK-SI-YFP cells were grown on filters for 5 days. 10 min after TGN-
release the cells were fixed with 4 % paraformaldehyde and stained for 
immunofluorescence with antibodies against p230, EEA1, Rab7 or lamp1 / Alexa Fluor 
488 (green). LPH was labeled with mAb or pAb anti myc / Alexa Fluor 546 (red) and SI 
(red) was detected by YFP-fluorescence. No co-staining between LPH or SI and the TGN 






Suppl. Fig. S1: 10 min following TGN-release neither the TGN nor early or late 
endosomes are co-stained by LPH or SI in non-polarized COS-1 cells 
COS cells were transfected with SI-YFP or LPHmyc (red). 48 h after transfection the cells 
were incubated for 4 h at 20 °C to accumulate proteins in the Golgi apparatus followed by a 
TGN-release at 37 °C for 10 min. The cells were fixed with 4 % paraformaldehyde and stained 
for immunofluorescence with antibodies directed against EEA1, Rab7 or lamp1 (green). n, 






In diesem Abschnitt erfolgt die Beschreibung der Methoden für die Versuche, 
welche in Abschnitt 3.4 aufgeführt wurden. 
 
8.4.1 Transiente Transfektion von COS-1-Zellen 
 
Säugetierzellen in Zellkultur können durch Aufnahme von Expressionsplasmiden, 
welche den offenen Leserahmen für ein Protein enthalten, zur Synthese dieses 
exogenen Proteins veranlasst werden. Die Expression ist zeitlich begrenzt und 
wird als transiente Transfektion bezeichnet.  
Die hier gezeigten Transfektionen von COS-1-Zellen wurden nach der DEAE-
Dextran-Methode (modifiziert nach Sambrook et al., 2001) durchgeführt. Diese 
Methode beruht auf der durch das Polykation vermittelten Erhöhung der DNS-
Absorption an der Zelloberfläche. Die negativ geladene DNS wird in Gegenwart 
von hochmolekularen, positiv geladenen Diethylaminoethyl-Dextran-Partikeln in 
die Zellen aufgenommen.  
Die Transfektion wurde bei einer optimalen Konfluenz von 40-60 % durchgeführt. 
Nach zweimaligem Waschen mit PBS (140 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 6,5 mM 
Na2PO4, 1,5 mM K2HPO4, pH 7,35) wurden die Zellen mit einer Mischung aus 
1,5 ml Transfektionsmedium (DMEM low glucose, 1 % Penicillin / Streptomycin, 
1 % Glutamin), 5 µg DNS und 9 µl einer DEAE-Dextran-Stammlösung (50 mg / ml) 
für 1,5 Stunden bei 37 °C inkubiert und alle 15 min vorsichtig geschwenkt. Nach 
Absaugen des DEAE-Dextran-DNS-Komplexes wurden die Zellen in 10 ml DMEM-
Kulturmedium (DMEM low glucose, 1 % Penicillin / Streptomycin, 1 % Glutamin, 
10 % FKS) mit 600 µg Chloroquin für 3 Stunden bei 37 °C inkubiert. 
Anschließend wurde das mit Chloroquin versetzte Medium abgesaugt und die 
Zellen für 36-48 Stunden in neuem DMEM-Kulturmedium bei 37 °C inkubiert. Nach 
24 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel.  
48 Stunden nach der Transfektion konnten die Zellen entweder für die 




8.4.2 TGN-Block und TGN-Exit – Vorbereitung der Zellen für die 
Fluoreszenzmikroskopie 
 
Die auf Deckgläschen transfizierten COS-1-Zellen wurden für vier Stunden bei 
20 °C und 5 % CO2 in Anwesenheit von Cyclohexamid (100 µg / ml Medium) 
inkubiert. Bei einer Temperatur von 20 °C lassen sich neu synthetisierte Proteine 
im TGN akkumulieren (Naim und Jacob 2001). Das bedeutet, dass keine 
exozytotischen Proteine das TGN verlassen können, jedoch Proteine vom ER und 
cis-Golgi in das TGN progressieren (TGN-Block). Eine anschließende Inkubation 
für spezifische Zeitpunkte bei 37 °C und 5 % CO2 lässt die Vesikel synchronisiert 
aus dem TGN frei (TGN-Exit).  
Die anschließende Fixierung mit Paraformaldehyd (PFA) zu bestimmten 
Zeitpunkten nach TGN-Exit stoppt diesen Prozess.  
Die Inkubation in Anwesenheit von Cyclohexamid verhindert, dass während des 
TGN-Blocks Proteine neu synthetisiert werden und sich zum Start des TGN-Exits 
proximal zum TGN befinden. Während des Exits würden sie dann erst in das TGN 
progressieren und dieses nicht synchronisiert verlassen. Cyclohexamid hemmt die 
Peptidyltransferase bei Eukaryoten und verhindert dadurch die Proteinbiosynthese 






Endogene Proteine können nach einer Behandlung mit spezifischen Antikörpern 
mit Hilfe der Immunfluoreszenz lokalisiert werden. Der mit einem fluoreszierenden 
Farbstoff gekoppelte sekundäre Antikörper kann durch Anregung mit Licht einer 
bestimmten Wellenlänge und der damit verbundenen Emission das gesuchte 
Protein als farbiges Signal im Fluoreszenzmikroskop sichtbar machen. 
 
Die Zellen wurden einmal mit PBS++ (PBS+ 1 mM MgCl2 + 1 mM CaCl2) 
gewaschen und für 15 min mit 4 % PFA fixiert. Danach erfolgte ein dreimaliges 
Waschen mit PBS++ und die Permeabilisierung der Zellen für 15 min mit 0,1 % 
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Triton-X100 / PBS++. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS++ folgte eine 
anschließende Inkubation in 5 % Ziegenserum / PBS++ für eine Stunde bei 
Raumtemperatur.  
Nach Abblocken schloss sich die Inkubation mit spezifischen primären Antikörpern 
verdünnt in 5 % Ziegenserum an. Nach einer Inkubationszeit von drei Stunden bei 
Raumtemperatur, wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen bevor der 
Fluoreszenz-gekoppelte Zweitantikörper auf die Zellen gegeben wurde. Der 
Zweitantikörper wurde ebenfalls in 5 % Ziegenserum / PBS verdünnt und für eine 
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS 





8.4.4 Auswertung der Kolokalisationsstudien anhand eines 
Zytofluorogramms 
 
Mit Hilfe eines Zytofluorogramms lässt sich die Häufigkeitsverteilung von 
Intensitätswerten graphisch aufbereiten (siehe Abb. 8.1). Das Zytofluorogramm 
wurde bei den Experimenten aus zwei Detektionskanälen erzeugt. Dabei wird jede 
Achse einem der beiden Detektionskanäle zugeordnet. Dargestellt werden die 
Intensitäten der jeweiligen Detektionskanäle in einer zweidimensionalen 
Punktwolke. Je heller ein Pixel im Zytofluorogramm ist, desto häufiger ist der 
jeweilige Intensitätswert. Der Bereich der Kolokalisation liegt auf der 45°-Achse 
des Histogramms (siehe Abb. 8.1). Der Bereich wird durch die Region definiert, in 






Abb. 8.1: Schematische Darstellung eines Zytofluorogramms 
Die X- und Y-Achse zeigen die beiden Detektionskanäle. Die single labelled region 
bezeichnet den Bereich, in dem das zu detektierende Protein keine Kolokalisation mit 






8.4.5 Biosynthetische Markierung und Oberflächenimmunpräzipitation 
 
Bei der Oberflächenimmunpräzipitation ist es das Ziel, Oberflächenproteine der 
Zelle – sowie zur Quantifizierung die in der Zelle verbliebene Menge dieser 
Proteine – mit Hilfe eines spezifischen Antikörpers zu isolieren. Nach erfolgter 
Lyse wird zur Trennung der Antigen-Antikörper-Komplexe aus dem Zellgemisch 
Protein-A-Sepharose (PAS) verwendet. Dabei handelt es sich um das Protein A 
aus der Zellwand von Staphylococcus aureus, das an die Fc-Abschnitte vieler 
Immunglobulinklassen bindet. Protein A ist hier kovalent an so genannte beads, 
eine Sepharose-4B-Matrix, gekoppelt, welche bei niedrigtouriger Zentrifugation 
sedimentiert werden kann.  
 
Transfizierte COS-1-Zellen wurden 48 Stunden nach Transfektion und 
LPHpcDNA3- und SI-MDCK-Zellen fünf Tage nach Aussäen mit L-[35S]-Methionin 
radioaktiv markiert (Torian und Kenny, 1986). Dafür wurden die Zellen zweimal mit 
PBS gewaschen und anschließend in 5 ml defizienten MEM-Medium (Methionin 
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freies Medium mit 292 µg / ml L-Glutamin, 100 U / ml Penicillin, 100 µg / ml 
Streptomycin) für eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde das 
methioninfreie Medium gewechselt und die Zellen mit 50 µCi L-[35S]-Methionin 
versetzt, welches in die neu synthetisierten Proteine eingebaut wurde.  
Es erfolgte für die COS-1-Zellen eine sechs-stündige Inkubation bei 37 °C und 
5 % CO2. Die MDCK-SI- und LPHpcDNA3-MDCK-Zellen wurden für vier Stunden 
bei 37 °C und nach einem Mediumwechsel für weitere sechs Stunden bei 20 °C 
inkubiert. Anschließend wurden die Zellen für bestimmte Zeitintervalle bei 37 °C 
und 5 % CO2 erwärmt.  
Nach der radioaktiven Markierung wurden die Zellen mit spezifischen Antikörpern, 
mAb-SI bzw. mAb-LPH, für zwei Stunden bei 4 °C inkubiert. Dies ermöglicht eine 
Bindung des Antikörpers mit dem zu diesem Zeitpunkt an der Oberfläche 
befindenden Protein. Die anschließende Herstellung von Zelllysaten wurde nach 
der Methode von Naim durchgeführt (Naim et al., 1988).  
 
Die Zellen wurden sechsmal mit PBS / 0,1 % BSA gewaschen mit je 500 µl 
Lysispuffer pro 100 mm Platte (25 mM Tris-HCl pH 8,0; 50 mM NaCl; 0,5 % 
Natriumdeoxycholat und 0,5 % Triton X-100) und 20 µl Proteaseinhibitoren 
(1 g / ml Antipain; 5 g / ml Aprotinin; 5 g / ml Leupeptin; 1 g / ml Pepstatin A; 
50 g / ml Trypsin-Inhibitor und 1 mM PMSF) lysiert. Die Zellen wurden mit einem 
Gummischaber von den Filtern gelöst, in ein Reaktionsgefäß überführt und für 
30 min auf einem Kippschüttler bei 4 °C lysiert. Nach der Lyse wurden unlösliche 
Zellbestandteile für 15 min bei 13000 rpm und 4 °C pelletiert. Der Überstand 
wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 50 µl Protein-A-Sepharose-
beads versetzt. Die Ausbildung der Antigen-Antikörper-PAS-Komplexe erfolgte 
über Nacht auf einem Kippschüttler bei 4 °C.  
Durch niedrigtourige Zentrifugation bei 5000 rpm wurden die beads am nächsten 
Tag pelletiert. Die sedimentierten beads wurden dreimal mit Waschpuffer 1 (0,5 % 
Triton X-100, 0,005 % Natriumdeoxycholat in PBS) und Waschpuffer 2 (500 mM 
NaCl, 0,5 % Triton X-100, 10 mM EDTA, 125 mM Tris-HCl, pH 8,0) gewaschen.  
Der Überstand wurde erneut mit Antikörpern gegen SI und LPH sowie PAS für drei 
Stunden bei 4 °C inkubiert, um so das im Zelllysat verbliebene radioaktiv markierte 
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Protein zu präzipitieren. Nach erfolgter Zentrifugation wurden die beads wie 




8.4.6 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinextrakten entsprechend ihres 
Molekulargewichts geht auf eine Methode von Laemmli zurück (Laemmli, 1970). 
Die Proteine werden vor dem Gellauf denaturiert und erhalten durch die Bindung 
von SDS eine negative Ladung. Je nach gewählten Pufferbedingungen können 
native oder denaturierende Gele verwendet werden. In der vorliegenden Arbeit 
wurden ausschließlich denaturierende, diskontinuierliche Acrylamidgele 
verwendet. 
Es kommen vertikale Gelapparaturen zum Einsatz, die zunächst ein kurzes und 
niedrigprozentiges, d.h. großporiges, Sammelgel enthalten, in welchem die 
Proteine konzentriert und zu einer scharf begrenzten Zone gesammelt werden. Im 
sich daran anschließenden Trenngel werden diese sodann entsprechend ihres 
Molekulargewichts aufgetrennt. Der prozentuale Anteil an Acrylamid im Trenngel 
muss dabei auf die Größe des Proteins abgestimmt werden. Für SI und LPH 
eignet sich ein 6 %-iges Trenngel. Die Zusammensetzung des Sammelgels bleibt 




Gießen des Gels: 
Die Gele werden nacheinander in die vorbereitete Kammer gegossen und können 
nach der Polymerisation in die Laufkammer eingebaut werden. Die Polymerisation 







Gelschema Sammelgel Trenngel 
H2O  7,8 ml 8,25 ml 
Tris-HCl 1 M; pH 6,8 1,45 ml - 
Tris-HCl 1,5 M; pH 8,8 - 3,85 ml 
30 %-ige Acrylamid-Lösung  1,95 ml 3,1 ml 
20 %-ige SDS-Lösung 57,5 µl 77,5 µl 
TEMED 11,5 µl 11,5 µl 
10 %-ige APS-Lösung 115 µl 155 µl 
 
Die Proben wurden für die Elektrophorese unter reduzierenden Bedingungen in 
30 µl Lämmli-Puffer (6 % SDS, 30 % Glycerin, 150 mM Tris-HCl, pH 6,8, 0,02 % 
Bromphenolblau) in Anwesenheit von 150 mM DTT aufgenommen und 10 min bei 
95 °C erhitzt.  
Nach erfolgtem Gellauf wurden die Gele für 45 min in einer Lösung aus 10 % 
Essigsäure und 25 % Isopropanol fixiert und anschließend getrocknet. 
 
Probenanalyse 
Zur Dokumentation wurden die getrockneten Gele für 1-2 Tage auf einem Screen 
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